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O gênero Bauhinia, Caesalpiniaceae, é composto por 250 espécies distribuídas 
na América, África, Ásia e Oceania. No Brasil, plantas desse gênero são conhecidas 
popularmente por pata-de-vaca, cuja principal atividade a elas atribuídas é a 
hipoglicemiante. Das espécies brasileiras, apenas cinco delas são trepadeiras sendo a 
Bauhinia microstachya (Raddi) Macbr., conhecida popularmente por escada-de-macaco 
ou cipó-escada, uma delas. Nesse estudo, pela primeira vez é relatado a atividade 
antioxidante desta espécie de Bauhinia. 
Os extratos brutos etanólicos de folhas e caules de B. microstachya e frações 
obtidas em acetado de etila através da partição desses extratos apresentaram alta 
atividade antioxidante relativa quando comparadados com padrões de ácido ascórbico e 
quercetina pela metodologia da redução do complexo fosfomolibdênico. 
As frações acetato de etila das folhas e caules, quando submetidas a reação de 
redução do l,l-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) foram mais ativas que padrões anti-
oxidantes de ácido ascórbico e rutina. Dessas frações, seis substâncias foram isolados e 
designadas por BML, BM2, BM4, BM5, BM6 e BM7 e uma fração constituída de pelo menos 
quatro substâncias foi chamada de BM3. As substâncias BM2, BM4 e BM5 foram 
identificadas como sendo o flavonóide vitexina (8-C-glucosil-apigenina), o benzenóide 
gaiato de metila e o hidrocarboneto hexatriacontano, respectivamente, a partir de dados 
espectroscópicos de RMN 'H. A fração BM3 e a substância BM4 quando submetidas a 
reação de redução do l,l-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) em CCD, apresentaram-se ativas 
como antioxidantes quando comparados com as substâncias padrões. 
Os monossacarídeos ramnose, fucose, ribose, arabinose, xilose, manose, 
galactose e glucose, extraídos das folhas de B. microstachya foram identificados por 
CG-EM. 





The Bauhinia genus, Caesalpinaceae, is composed by 250 species distributed in 
America, Africa, Asia and Oceania. In Brazil, species from this genus are popularly 
known as "pata-de-vaca" and used because of their hypoglicaemic properties. 
Bauhinia microstachya (Raddi) Macbr., is one of the five woody creeper species 
popularly known in severals regions of Brazil as "escada-de-macaco" or "cipo-escada". 
This study is the first to report of its antioxidant activity. 
Crude ethanolic extracts from leaves and stems of B. microstachya as well as 
its ethyl acetate fractions obtained from partitioning the crude extratct, presented high 
antioxidant activity when compared with ascorbic acid and quercitin used as controls, 
using the phosphomolibdenum complex methodology. 
The ethyl acetate fractions from its leaves and stems, when tested by using 1,1-
diphenyl-2-pycrilhydrazyl (DPPH) reduction reaction, where more active than ascorbic 
acid and rutin. Six compounds were isolated from these fractions, named as BML, BM2, 
BM4. BM5, BM6 e BM7. The fraction BM3 showed to have at least four compounds. BM2, 
BM4 and BM5 were identified by 'H NMR spectroscopy as the flavonoid vitexin (8-C-
glucosyl-apigenin), methyl gallate and the hydrocarbon hexatriacontane, respectively. 
The BM3 and BM4 fraction, when submitted to DPPH reaction in TLC have shown 
antioxidant activity when compared with the standard substances. 
The Monossacharides such as rhamnose, fiicose, ribose, arabinose, xylose, 
manose, galactose and, glucose where extracted from the leaves of B. microstachya and 
identified by GC-MS. 
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Os metabólitos secundários produzidos por 
plantas, melhor conceituados por G ottlieb1 como 
metabólitos especiais, tiveram um papel fundamen­
tal no desenvolvimento da química medicinal. 
Historicamente, a química orgânica iniciou com a 
química de produtos naturais há mais de duzentos 
anos quando Bergman criou a expressão compostos 
orgânicos* para designar substâncias produzidas por 
vegetais ou animais." Seu real desenvolvimento 
ocorreu paralelamente ao estudo das plantas, 
principalmente a partir do século XIX, quando 
foram registrados os primeiros estudos botânicos 
com embasamentos científicos, o que resultou no 
isolamento de diversas substâncias ativas de plantas 
já  então conhecidas como medicinais. Muitas dessas 
substâncias isoladas se consagraram pela relevante 
atividade e, até hoje, ainda são empregadas no 
tratamento de certas doenças, a exemplo da morfina 
(I), quinina (II), cocaína (III), cânfora (IV ), 
ergotamina (V ) e ácido salicílico (V I).3
O tenno compostos orgânicos foi usado pela primeira vez em 1780 por Torbcm Bergman, já  o termo química orgânica, surgiu 






A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substâncias 
conhecidas. Um levantamento realizado ainda na década de oitenta,4 identificou 121 
compostos oriundos de 95 espécies vegetais usados correntemente na medicina 
ocidental. Além disto, do total de medicamentos aprovados no período de 1983-1994, 
cerca 6% são de produtos naturais, 24% são derivados destes e 9% foram desenvolvidos 
pela indústria farmacêutica com base em produtos naturais. Segundo Verpoorte,4 
estima-se que aproximadamente 110.000 estruturas químicas foram identificadas até o 
momento, sendo os terpenóides o maior grupo (-33.000 compostos), seguido pelos 
alcalóides (-16.000 compostos)4 e flavonóides (-4.000).5 Somente na última década, 
um total de 3.500 compostos pela primeira vez descritos na literatura, vêm anualmente 
sendo descobertos com a elucidação das estruturas químicas. Segundo Abelson, citado 
por Verpoorte,4 deste total, cerca de 3.000 compostos foram isolados a partir de espécies 
vegetais superiores. Essa fantástica variedade e complexidade de metabólitos especiais 
biossintetizados pelas plantas teriam se formado e evoluído como mecanismos de defesa 
desses vegetais às condições ambientais ricas em microorganismos, insetos, animais e 
também condições de adaptação e regulação. Segundo Gottlieb,6 " a n i m a i s se defendem 
pelo comportamento, as plantas, incapazes de fugir, se defendem pelo quimismo". 
Estima-se que atualmente 500.000 espécies vegetais ocupam o planeta, 
constituindo assim, um enorme laboratório de síntese orgânica que, segundo Gottlieb, 
ainda se encontra praticamente desconhecido.7 É importante também ressaltar que das 
110.000 estruturas isoladas muito pouco se conhece a respeito de seus potenciais 
farmacológicos, porém, nas últimas décadas, uma mudança importante no paradigma 
das sociedades ocidentais fez com que os produtos naturais de origem vegetal 
lOTRODUÇAO 3 
chamassem a atenção das indústrias farmacêuticas, que, motivadas em parte pela 
descoberta de quimioterápicos eficazes como a vimblastina (Velblan®) (VII), vincristina 
(Oncovin®) (VIII), taxol (Taxol®) (IX), camptotecina (X), pilocarpina (XI) e ajmalicina 
(XII), reativaram o interesse pelos medicamentos de origem vegetal, principalmente 
pela busca de substâncias com estruturas moleculares complexas, praticamente 
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Produtos como esses, pela alta reatividade e baixos rendimentos na extração 
adquirem no mercado preços exorbitantes, como pode ser visto na Tabela 1. 
4 INTRODUÇÃO 
Tabela 1. Preço (US$) de metabólitos secundários vegetais com aplicação na saúde humana9 
Composto Un. Função US$ 
Vimblastina g Antineoplásico (coriocarcinomas e doença de Hodgkin) 14.400 
Vincristina g Antineoplásico (leucemia infantil) 5.700 
Morfina g Analgésico .80 
Chiconina g Corante 45 
Digoxina g Cardiotônico 30 
Ajmalicina g Anti arrítmico' 15 
Oleo de jasmim kg Cosmético 5.000 
Segundo Grifo e Rosenthal, dos medicamentos mais prescritos pelos médicos, 
57% são provenientes de fontes naturais. Desses, 23% são de origem animal, 18% 
vegetal, 15% microbiológica e 1% marinha. De todos esses medicamentos, pouco 
menos da metade, 43%, são totalmente obtidos através de processos sintéticos ou por 
mudança estrutural de produtos naturàis.8'10 
Dos medicamentos industrializados de origem natural destaca-se o Tebonin® 
(BYC®), produzido a partir das folhas da Ginkgo biloba L. usado na prevenção de 
incidentes vasculares, distúrbios da memória, asma alérgica, doença de Alzheimer, 
como antioxidante, entre outros. A atividade antioxidante das folhas da Ginkgo biloba 
deve-se a presença de componentes polifenólicos, flavonóides (quercetina (XIII) e 
campferol (XIV)) e biflavonóides (bilòbetina (XV), ginkgetina (XVI), isoginkgetina 








Devido a todas estas constatações, os produtos naturais e derivados, foram e 
continuam sendo de notória importância em determinados setores da sociedade 
moderna, mesmo considerando o grande número de produtos produzidos por síntese. 
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Aspectos botânicos de Bauhinia microstachya (Raddi) Macbr. 
r 12 Sinonímias da espécie até presente data: 
Schnella microstachya Raddi (1919); 
èauhiniâ tomentosa Velloso (1829); 
Bauhinia scandens Velloso (1831); 
Bauhinia langsdorjfiana Bongard (1838); 
Bauhinia bahiensis Bongard (ano desconhecido); 
Bauhinia spicata Vogel (1839); 
Bauhinia vogeliana Steudel (1840); 
Bauhinia langsdorfftana Bongard var. bahiensis (1870); 
Bauhinia lagesiana Harms (1907); 
Bauhinia microstachya (Raddi) Macbride (1976). 







Espécie Bauhinia microstachya (Raddi) Macbr. 
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Descrição botânica 
Arbusto escandente ou liana*, folha sempre bilobada com 3-9cm comp. x 1,5-
5cm larg., face inferior com tricomas apressos esparsos, cartáceas e subcoriáceas, 
pecíolo com l-4cm comp., inflorescência paniculada com racemos parciais 
espiciformes, com indumento ferrugíneo-tomentoso, brácteas e bractéolas com Imm 
comp., caducas. Botão floral globoso, liso, sem nervação aparente, sem lóbulos, flores 
com 7-9mm comp., cálice com 3,5-6mm comp. x 4-6mm larg., pétalas com 5-8mm 
comp. x 2,5-4mm larg., sub-iguais, unguiculadas, sem apêndices laterais, anteras 
oblongas com 2-2,5mm comp., ovário séssil ou curtamente estipado, ferrugíneo-
tomentoso, estilete crasso, estigma apcial dilatado, fruto indeiscente, oblongo a elítico 
estreito, planomembranáceo ou cartáceo e curtamente estipado, ferrugíneo, embrião 
transverso oblongo com 10-14mm larg., eixo hipocólico-radícula obliquo central. Os 
frutos são do tipo legume e^nedem cerca de 4-5cm comp. x 1,5-2cm !arg.(Figura 1 e 2). 
O pólen desta espécie foi estudado primeiramente por Barth e Bouzada em 
1964 e posteriormente, por Ferguson e Pearce em 1986. A estrutura anômala do caule 
deste cipó foi_ demonstrada por Schenk em 1892, ainda sobe o nome de Bauhinia 
langsdorffiana Bongard var. bahiensis.14 Possui ampla distribuição geográfica, desde a 
América Central, no Panamá, Guatemala e Belize, até a região norte da Argentina, 
passando pela Colômbia, Venezuela, Perú, Paraguai e Bolívia. No Brasil, há registros de 
coletas na Amazônia, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná e Santa 
Catarina.12 No Paraná, segundo levantamento em herbarium (MBC e UFPR), há 
registros de coleta nas regiões de Morretes, Antonina, Guaraqueçaba, Guaratuba, 
Paranaguá, Estrada da Graciosa, Laranjeiras dó Sul, Cascavel, Medianeira, São Miguel 
do Iguaçu e Foz do Iguaçu. 
Devido o formato de seu caule (Figura 1), a espécie no Brasil é conhecida 
popularmente por cipó-escada ou escada-de-macaco, sendo muitas vezes confundida 
com outras cinco espécies trepadeiras também conhecidas por escada-de-macaco, 
Bauhinia angulosa Vogel, Bauhinia radiata VelL, Bauhinia smiliciana Steudel, 
Bauhinia microstachya var. massambehsis Vàz e Bauhinia splendens H. B. K.14'15 
Um caráter adicional para a identificação do gênero no campo é a presença de 
vestígios dos ramos laterais já definhados, em forma de projeções lenhosas pontiagudas 
Liana: cipó lenhoso. Do francês liane. 
8 12\'TRODU<;:AO 
lembrando espinhos (Figura 1 e 2), 12 em man;o quando floresce, suas flores branco-
amareladas destacam-se entre a vegeta<;:ao, facilitando tambem a identifica<;:ao e coleta 
da especie. Frutifica a partir de abril. Geralmente e encontrada em forma<;:6es florestai s 
ombr6filas e de capoeiras e suas folhas podem apresentar varia<;:6es dependendo dos 
nfveis de claridade e competi<;:ao de sua vizinhan<;:a (Figura 3 e 4). 14 Estende-se desde o 
nivel do mar, ate lOOOm de altitude. 
Figura 1. Aspectos botanicos (!) de Bauhinia microstachya (Raddi) Macbr. Injlorescencia (A) ; caule 
(B); ramo (C) efolhas (D) . 
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Figura 2. Aspectos botânicos (II) de Bauhinia microstachya (Raddi) Macbr. Ramo (caule, folhas e 
1 2 flores) (A); cálice e androceu (B); pétala (C); gineceu (D) e legume (E). 
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Figura 3. Variação foliar em indivíduos de floresta ombrófila, locais abertos (A) e locais fechados (B).14 
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Plantas do gênero Bauhinia: composição química e potencial farmaco-
lógico 
Entre as inúmeras espécies vegetais de interesse medicinal estão as plantas do 
gênero Bauhinia, pertencentes à família Caesalpiniaceae, as quais podem ser 
encontradas principalmente nas áreas tropicais do planeta. Estudos fitoquímicos e 
farmacológicos realizados com estas plantas revelaram que os principais metabólitos 
secundários por elas produzidos são em geral flavonóides, triterpenóides e glicosídeos 
esteroidais. No Brasil, as plantas do gênero Bauhinia são conhecidas como pata-de-
vaca, unha ou casco-de-boi.12 Folhas, caules e raízes de B. forficata, B. variegata, B. 
splendens, B. manca e B. rufescens, são amplamente utilizadas em forma de chás e 
outras preparações fitoterápicas para o tratamento de várias enfermidades, 
principalmente em infecções, processos dolorosos e diabetes. 
Compostos isolados 
Muitas espécies do gênero Bauhinia foram e estão sendo estudadas com 
relação a constituição química; com isso, várias classes químicas e compostos de 
interesse medicinal foram isolados e relatados nesses últimos anos (Tabela 2), porém, 
muito pouco se conhece a respeito do potencial farmacológico desses compostos. É 
válido lembrar que além das espécies descritas, muitas outras são usadas indiscrimina-
damente como medicinais: R. rufa, B. monandra, B. holophylla, B. smiliciana etc, 
entretanto, não se sabe nada a respeito de suas composições.16 
Tabela 2. Constituintes químicos isolados e identificados de espécies do gênero Bauhinia. 
Espécies Classes químicas Compostos 
Bauhinia cardicans1118,19 Esteróides ^sitosterol (XL); campsterol (XLI); estigmasterol (XLI1); 
colesterol; estigmasta-3,5-dieno-7-ona; sitosterol-3-0-/?-





Poliálcoois 3-O-metü-o-inositol (D-pinitol) 
1 2 INTRODUÇÃO 
Tabela 2. Continuação... 
Bauhinia championii10 Benzenóides ácido gálico 
Glicosídios bauhinina (XLVII) 
Bauhinia forficata2'-22-23 Flavonóides campferitrina; campferol-3-O-a-diramnosídeo (XLIX); 
campferol-7-O-or-diramnosídeo; campferol-7-O-a-
ramnosídeo; campferol-3-0-a-glucosídeo(l ' ' ' -6 ' ' ) -
ramnosídeo-7-O-a-ramnosídeo 
Esteróides ^•sitosterol 
Bauhinia guianensis24-25 Esteróides ^sitosterol; estigmasterol; 7-hidroxi-4'-metoxiflavona 
(XLIII); 3-0-/3-glucopiranosil-/J-sitosterol; 3-0-/3-
glucopiranosil-/?-cstigmasta-5.22-dicno 
Qui nonas lapachol (X1JV); dihidro-a-lapachona 
Bauhinia malabarica26-27 Cromanos tetracíclicos racemosol; dimetilracemosol; prcraccmosol A (L); 
preracemosol B 
Proteínas albumina; globulina; prolamina; glutelina 
Aminoácidos ácido aspártico; ácido glutâmico; treonina; serina; prolina; 
glicina; alanína; valina; metionina; leucina; isolcucina; 
arginina; cistina; fenilalanina; histidina; lisina; triptofano; 
tirosina 
Ácidos graxos ácido linoléico; ácido oléico; ácido palmítico; ácido 
esteárico; ácido palmitoléico; ácido linolênico 
Bauhinia manca118 Esteróides /^-sitosterol; sitosterol-3-0-/?-D-glucosídeo; estigmasta-4-
cno-3-ona; estigmasta-4-eno-3,6-diona 
Benzenóides ácido cinâmico; cinamoil-/?-D-glucose; ácido gálico; gaiato 
de metila; siringaresinol; ra-hidrox ipropioguaiacona; éster 
metílico do ácido-(7ÍJ:-1-hidroxi-3-metoxicinâmico: ester 
metílico do ácido-4-hidroxi-2-metoxi-benzóico; (7S, 8R, 
8 '/y-5,5-dimetoxi-lariciresinol; éster metílico do ácido-4-
hidroxi-3-mctoxibenzóico; éster metílico do ácido-(7s)-4-
hidroxicinâmieo; éster metílico do ácido-3,4-
dihidroxibenzóico 
Flavonóides apigenina; chrisoeriol; luteolina-3-5-dimetoxi; campferol; 




liqueritigenina-7-metoxi; (25j-4,7-dihidroxiflavona; (2S)~ 
3,7-dimetoxi-4-hidroxiflavona; (2S)-3,4-dimetoxi-7-
hidroxiflavona;Y2S/)-4,7-dimetoxi-3-hidroxiflavona 
Outros 5,7-dihidroxicromona; (2R, 3/^-3-O-galoilepicatequina 
Bauhinia megaiandra29 Flavonóides 5,7,5'-trihidroxi-2'-0-ramnosilflavona; 5,7,2'-trihidroxi-5'-
0-ramnosilflavona 
Bauhinia microstachyai0 Benzenóides gaiato de metila (XXXV) 
Flavonóides campferol-3-O-ramnosil (XXXVI); quercetína-3-O-ramnosil 
(XXXVII): mirecitina-3-O-ramnosil (XXXVIII) 
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Tabela 2. Continuação... 
Bauhinia monandra5' Proteínas Lectina 
Bauhinia purpurea32,33 34,35' 
36,37 
Aminoácidos ácido aspártico; ácido glutâmico; treonina; serina; prolina; 
glicina; alanina; valina; metionina; leucina; isoleucina; 
arginina; tirosina; fenilalanina; histidina; cistina; lisina: 
triptofano; tirosina 
Flavonóides quercetina; 3.4-dihidroxichalcona-4-0-/?-/,-arabinosil-0-/f-




Ácidos graxos ácido oleanólico 
Outros 6,8-dimetilcrisina 
Bauhinia racemosa38 39 Cromanos tetracíclicos pacharina ou dibenzo-(2,3-6,7)-oxepina; racemosol (XLV); 
De-O-metilracemosol 
Bauhinia reíiculatam Flavonóides quercetina 





Bauhinia sptendens15•42 Flavonóides quercetina; rutina 
Esteróides yS-sitosterol: estigmasterol 
Benzenóides gaiato de etila; bauspledina (XXXIX) 
Ácidos graxos ácido esteárico 
Bauhinia íarapotensis43 Flavonóides ]uteoJina-4'-0-/J-D-glucopiranosídeo (XLVI) 
Ácido carboxílico ácido-3-indol-carboxílico (LIH) 
Cetona 2,4-dihidroxi-2-(2-hidroxietil)-ciclohex-5-en-l -ona (LIV) 




Bauhinia tomentosa44,45,46 Flavonóides quercetina; rutina; isoquercitrina 
Proteínas albumina; glutelina 
Bauhinia thonningii47 Lactona grinfonilida 
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Tabela 2. Continuação— 
Bauhinia uruguayensis48 Flavonóides quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosídeo; campferol-3-O-a-L-
ramnopiranosídeo 





Aminoácidos ácido aspártico; ácido glutâmico; treonina; serina; prolina; 
colina; glicina; alanina; válina; metionina; leucina; 
isoleucina; tirosina; fenilalanina; histidina: triptofano 
Outros alcanos; álcoois lineares 
Bmihinia vahlii32'49 Esteróides /^-sitosterol; campesterol; estigmasterol 
Flavonóides quercetina; quercetina-3-glucosídio; campferol; 
agathisflavona 
Triterpenóides ácido betulínico 
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Espécies com ação hipoglicemiante 
Das atividades biológicas, a mais relatada para o gênero Bauhinia é a 
hipoglicemiante, sendo a B. forflcata a espécie mais utilizada medicinalmente e, 
consequentemente, a mais estudada. Conhecida popularmente por pata-de-vaca a B. 
forficata é usada principalmente na forma de chá, tintura e extrato fluído. É encontrada 
com bastante facilidade no mercado de fitoterápicos e é a espécie mais cultivada no 
Brasil sendo com freqüência usada na arborização urbana. Muitos estudos são antigos, 
como o relatado por Carmela Julian,52 ressaltando o uso de B. forficata não só no 
tratamento do diabetes, mas também nos distúrbios endócrinos. 
Russo e colaboradores demonstraram que a infusão preparada com folhas de 
B. forficata não apresentou efeito hipoglicemiante em pacientes com glicemia normal e 
em pacientes com diabetes Tipo II*, enquanto que a ação hipoglicemiante do decocto da 
planta (150g/l) através da administração oral crônica em ratos diabéticos, fez com que 
os animais apresentassem uma melhoria no metabolismo de carboidratos, com 
conseqüente regularização dos níveis de glicemia e glicosúria.53"55 De forma 
semelhante, estudos realizados por Volpato também demonstraram a ausência de 
atividade hipoglicemiante do extrato aquoso de folhas de B. forficata em ratas grávidas 
diabéticas, induzidas por streptozotocina.56 Por outro lado, Damasceno e colaboradores 
verificaram recentemente que o extrato EtOH de suas folhas não reduz a concentração 
da glucose em ratos diabéticos induzidos pela streptozotocina.57 Os resultados 
discrepantes podem ser devidos a vários aspectos não levados em consideração nestas 
investigações, como fatores ambientais relacionados à composição de solo, clima e 
fatores sazonais. Lemus e Knop demonstraram que o infuso de R. cardicans reduziu em 
39% a glicemia em ratos induzida por aloxana e streptozotocina.58 Almeida e 
colaboradores relataram que o extrato MeOH de B. cheilantha apresentou efeito 
hipoglicemiante na dose de 600mg/kg quando o diabetes foi induzida pelo aloxano 
(150mg/kg, i.p.).59 Wazlavk demonstrou que polifenóis dos extratos Et0H/H20 de 
sementes de B. variegata possuem atividade hipoglicemiante (1000mg/kg) em ratos 
diabéticos induzidos pela streptozotocina (55mg/kg).60 A avaliação dos extratos 
EtOH/EbO (500mg/kg) de B. monandra demonstrou, pelo método da glucose-oxidase, 
uma ação hipoglicemiante maior que a insulina.61 Gonzalez-Mujica demonstrou que o 
Diabetes Tipo II: näo-insulino-dependente 
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extrato aquoso de B. megalandra causou inibição da glucose-6-fosfatase, enzima 
relacionada ao controle da hiperglicemia no diabético.62 
Espécies com atividade microbiológica 
Savi e colaboradores63 demonstraram que extratos de B. splendens, uma das 
poucas trepadeiras do gênero, mostram-se ativos quanto ao potencial antimicrobiano 
(teste da difusão emágar), frente a bactérias patógenas tanto Gram-positivas quanto 
negativas. Compostos isolados de B. manca apresentaram significativa atividade 
antifungica contra as espécies Botrytis cinerea, Claviceps viridis, Coprinus cinereus, 
Rhizoctonia solani e Saprolegnia asteróphora.28 Já o extrato DCM de cascas de 
B. rufescens, apresentou atividade' antifungica contra a espécie Cladosporium 
cucumerinum 41 Estudos realizados com extratos C^Hu. DCM e EtOH de folhas, caules 
e cascas de B. forficata revelaram que os mesmos não possuem* atividade contra 
Candida albicans,- Candida tropicalis, xSaccharomyces cereviaseae, Cryptococcus 
neoformans, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatis e Aspergillus niger, porém, o 
extrato EtOH dos caules e o extrato C Ö H H das cascas de B: forftcata demonstraram 
moderada atividade contra o fungo Epidermophyton floccosum.'6 Souza, Santos e Bella-
Cruz avaliaram a atividade antimicrobiana de B. forficata e B. microstachya pelo 
método da difusão em ágar. O estudo demonstrou que os extratos testados de B. 
forficata apresentaram baixa atividade contra cepas de Escherichia coli e 
Staphylococcus aureus e isenção de atividade para os extratos de B. microstachya.64 
Outras atividades do gênero 
Willain-Filho e colaboradores65 demonstraram que os extratos Et0H/H20 e 
AcOEt de B. splendens apresentaram pronunciados efeitos analgésicos quando 
analisados no modelo de dor causada pelo ácido acético 0,6% em camundongos. Meyre-
Silva30 avaliou a mesma atividade para o extrato MeOH das folhas de B. microstachya e 
substâncias fenólicas isoladas a partir desse extrato e constatatou a existência de uma 
relevante atividade analgésica nesse extrato. Ainda nesse estudo, é sugerido que 
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compostos fenólicos podem estar associados a essa anagelsia, sendo necessário um 
maior número de modelos de estudo para se comprovar tal atividade. Carvalho66 
demonstrou que extratos de cascas dos caules de B. guianensis apresentam atividade 
anti inflamatória quando analisados no modelo de edema de pata de rato, induzido pela 
carragenina, dextrana e histamina. Também foi relatado neste estudo, uma atividade 
analgésica no modelo de dor causada pelo ácido acético. Asuzu e Onu67 observaram que 
extratos EtOH das cascas de B. thormingii apresentam atividade antihelmíntica quando 
testados em Ascaridia galli. Panda68 relatou que a administração diária de extratos de 
B. purpurea (2,5mg/kg, i.p.) em. ratas com disfunção;tiroidiana é capaz de aumentar a 
atividade da glucose-6-fosfatase, bem como diminuir a peroxidação lipídica hepática, 
aumentada pela atividade enzimática antioxidante. Kittakoop e Kirtikara27 
demonstraram que cromanos tetracíclicos (preracemosol A e B) isolados das raízes de 
B. malabarica apresentam moderada atividade antimalárica frente ao protozoário 
Plasmodium falciparum. Akhatar69 estudou os extratos MeOH das flores de 
B. racemosa e verificou que apresentaram-se ativos em ratos na redução de úlceras 
gástricas induzidas pelo ácido acetilsalicílico. Substâncias isoladas do extrato MeOH 
das folhas de B. tarapotensis apresentaram relevante atividade antioxidante pelo método 
do DPPH,43 bem como, Menezes,70 relatou uma intensa atividade antioxidante no 
extrato EtOH bruto das folhas de B. microstachya, porém, outros estudos utilizando 
diferentes modelos são necessários para comprovação dessa atividade. 
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Flavonóides como antioxidantes e ocorrência natural 
Os flavonóides, do latim flavus (amarelo), englobam um grupo de compostos 
polifenólicos complexos que apresentam estruturas comum de esqueleto GèG3C6 
caracterizadas por dois anéis aromáticos.(A e B) e um heterociclo oxigenado (anel C) 
totalizando quinze átomos de carbono conforme mostra a Figura 5.71 
Figura 5. Estrutura básica de um Jlavonóide 
Várias categorias estruturais são relatadas e se diferem entre si pelo nível de 
oxidação e padrões de substituição dos anéis A e B. Entre as várias classes de 
flavonóides, as que mais nos interessam são as flavonas, flavanonas, isoflavonas, 
flavonóis, flavanonóis, flavári-3-óis e antocianidina (Tabela 3). Taninos hidrolizáveis, 
protoantocianidinas (oligômeros de flavan-3-ol), cafeatos, cumarinas e ligninas são 
todas substâncias fenólicas, porém, usualmente são classificados separadamente. 
Tabela 3. Estruturas de flavorióides. 
Flavonas 
5 7 3' 4' 5 7 3' 4' 
lüteolina OH OH OH OH hesperetina OH OH OH OCH3 
apigenina OH OH OH naringenina OH OH OH 
chrisina OH OH 
Flavanonas 
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Tabela 3. Continuação... 
Flavoiióis 
5 7 3' 4' 5' 5 7 . 3' 4' 
quercetiná " OH OH OH OH taxi foi ina OH OH OH OH 
carnpferol OH OH OH 
galangina OH OH 
fisètina OH OH OH; 
miricetina OH OH OH OH OH 
3' 3' 
4' 
í ^ l f 
1( i li T 
\ . > 
1 Ti O 




5 7 4' 3 5 7 3' 4' • 5' 
genisteína OH OH OH (+)-catequina j0OH OH OH OH OH 
genistina OH O-glu OH (-)-epicatequina aOH OH OH OH OH 
daidzeína OH OH (-)-epigalocatequina aOH OH OH OH OH OH 
daidzina O-glu OH 
biochanina A OH OH OCHj 
formononetina OH OCH3 
SalFIavilium Auronas 
4' 3' 
cianidina OH OH OH OH OH 
cianina O-glu OH OH OH OH 













Flavõnóides geralmente ocorrem' em plantas na forma de glicosídeos e 
contribuem nas tonalidades vermelho, azul e laranja de suas folhas,'flores e frutos. 
Podem ser encontrados em nozes, avelãs, grãos, condimentos, chás, extratos de plantas 
medicinais e em algumas bebidas, sobretudo no vinho (particularmente vinho tinto) e 
até mesmo em cervejas. Exemplificando, a flavona apigenina é luteolina, são comuns 
em grão de cereais e ervas aromáticas (salsa, alecrim, tomilho) enquanto que, seu 
análogo hidrogenado hesperetina e naringenina são encontrados quase que 
exclusivamente em frutas cítricas. Os flavononóis quercetina e campferol, encontrados 
predominantemente nas cascas de frutas e vegetais, são os mais comuns. Isoflavonas são 
encontradas com freqüência na maioria dos legumes como a soja, feijão preto e verde, 
ervilhas, alfafa e sementes de girassóis. Flavan-3-óis, (+)-catequinas, (-)-epicatequinas, 
(-)-epigalocatequinas e seus ésteres gaiatos estão amplamente distribuídos nas plantas, 
principalmente nas folhas. Protoantocianidinas (oligômeros de flavan-3-ol) são comuns 
em uvas, maçãs, groselha-preta, grãos de cevada, sorgo etc. Antocianidinas e seus 
derivados glicosilados (antocianinas) são os pigmentos naturais mais comuns 
encontrados na natureza, sendo abundantes em uva vermelha. 
Os flavõnóides desempenham diferentes papéis na ecologia das plantas. Pelas 
suas colorações, flavonas, flavonols e antocianidinas funcionam muitas vezes como 
atrativos de insetos na polinização. A adstringência das catequinas e flavanóis 
funcionam como defesas das plantas contra insetos nocivos. Flavõnóides agem também 
como catalisadores da fase clara da fotossíntese e reguladores de ferro na fosforilação, 
atuando também como antioxidantes naturais, inibindo as ERO produzidas durante o 
transporte de elétrons do processo fotossintético. Além disso, devido sua favorável 
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absorção de luz UV, protegem as plantas das radiações nocivas do sol. 
Flavõnóides são considerados substâncias não nutrientes e devido às suas 
propriedades antioxidantes, têm atraído a atenção da comunidade científica na nutrição 
preventiva, evitando importantes patologias, como doenças cardiovasculares, 
envelhecimento, câncer entre outras.73,74 Existem vários relatos de que os flavõnóides • 75 78 
exibem uma grande variedade de efeitos biológicos, incluindo ação antimicrobiana 
antiviral, antiinflamatória,79 analgésica30 e antialérgica.80. Inibem in vitro a 
lipoperoxidáção, a agregação plaquetária, a permeabilidade e fragilidade capilar e a 
atividade de enzimas como a ciclo-oxigenase e a lipoxigenase. No caso da 
lipoperoxidáção áinda quando está está no estagio de prõpãgáção, substâncias 
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flavônicas podem atuar como bloqueadores das reações em cadeia, provocadas pelos 
radicais hidroxil (OH).81 Oferecem proteção ao DNA e também são scavengers* de 
peroxinitrito (ONOO). Estudos clínicos e epidemiológicos têm demonstrado uma 
significativa correlação inversa entre o consumo de flavonóides e a mortalidade por 
doenças cardiovasculares.4'76'80 
A atividade antioxidante dos flavonóides relaciona-se ao fato de atuarem como 
seqüestradores de ERO e quelantes de cátions divalentes (Fe "e Cu4^), principais 





M e = íon metá l ico 
Figura 6. Flavonóides como quelantes; de ions metálicos bivalentes. 
Scavengers: Designação dada a propriedade.dos flavonóides de reagir com radicais livres inativando-os. "Coletores, varredores, 
limpadores" de radicais livres. 
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Têm sido proposto que os flavonóides inibem essas reações através da doação 
de átomos de hidrogênios aos radicais hidroxil e peroxil (ROO), dessa forma, a 
presença de um sistema 2',3'-orto-dihidroxi no anel B de um esqueleto flavônico 
confere alta estabilidade à forma radicalar, processo chave na deslocaiização eletrônica 
e terminação da cadeia de propagação. Também é observado que grupos 3-OH e 5-QH 
com função 4-oxo no anel A potencializam a atividade, antioxidantes dos flavonóides 






Esquema 1. Flavonóides como terminadores de reações de cadeia. 
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Biossíntese de flavonóides 
A biossíntese dós flavonóides se dá a partir das vias químicas do acetato è do 
xiqúimatò, onde o ácido /»-hidroxicinâmico (XXII), derivado da fénilalanina (XIX) e 
tirosina (XX), é condensado com três moléculas de malonil coenzima A (XXI), 
fornecendo um intermediário policetídeo (XXIII) de cadeia aberta que ao ser fechado 
forma a naringina-chalcona (XXIV), estrutura chave para a síntese das flavanonas 
(XXV), isoflavanonas (XXVI), flavonas (XXVII), flavanonóis (XXVDI), flavonóis 
(XXIX), flavan-3,4-dióis (XXX), antocianidinas (XXXI) e catequinas (XXXII) 
conforme o Esquema 2.84 
Esquema 2. Biossíntese de flavonóides. 
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Carboidratos: definição e biossíntese 
Dos constituintes químicos presentes em plantas, animais e microorganismos, 
os carboidratos são os que representam o maior número. São sintetizados pelo 
metabolismo primário, essencial a todos os organismos e, quando polimerizados, 
funcionam como componentes de reserva e estruturais da parede celular dos 
organismos. Do ponto de vista químico, monossacarídeos são polihidroxialdeídos 
(aldosés) ou polihidroxicetonas (cetoses). São os primeiros produtos formados pela 
fotossíntese (Esquema 3). 
CHO 
CHO 









- O H 
























Esquema 3. Representação dos primeiros açúcares formados pela fotossíntese. 
São constituídos de três a sete átomos de carbonos com cadeias lineares 
alifáticas, porém, há relatos, de.vmpn.Qssacarídeos, com (pitp.,.,nove.e até dez.átomos de 
carbono. Entretanto, ná natureza, são os monossacarídeos oom cinco (pentoses) e seis 
85 
(hexpses) átomos de carbono os mais freqüentes em polissacarídios vegetais. 
Quimicamente, pentoses e hexoses possuem estruturas cíclicas (furanòsídicas e 
piranosídiças),resultantes de,reaçõesjntermoleculares do grupo carbpníliço em Ç-l ou 
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C-2 com grupos hidroxflicos em C-4 ou C-5 de suas pr6prias cadeias alifaticas, 
correspondendo em urn hemicetal ciclico. 86 
Houve epoca em que se pensava que os carboidratos eram compostos poucos 
interessantes, cuja utilidade biol6gica era servir como suporte estrutural e fonte de 
energia. Sabemos que carboidratos preenchem esse papel, porem, sabe-se agora que eles 
desempenham muitas outras funyoes bioqufmicas importantes. Urn exemplo e o caso 
dos antfgenos dos grupos sangufneos humanos A, B e 0 , onde pequenas cadeias 
polissacarfdicas unidas glicosidicamente a grupos hidroxila de protefnas (glicoproteinas) 
atuam como marcadores bioqufmicos na superficie das celulas, processo pelo qual urn 




Grupo sanguineo 0 
ou 
Grupo sanguineo A (X= NHCOCH 3 ) 
Grupo sanguineo B (X = OH) 
Proteina 
Figura 7. Estroturas de determinantes anligenicos dos gropos sanguineos A, Be 0 (0-ga/actose, 
a-fucose, GluNAc = N-acetilglucosamina. Glc = N-acetilgalactosamina). 
Muitos metab6litos secundarios quimicamente ativos derivam do metabolismo 
dos carboidratos, sendo clara a rela<rao do metabolismo primario das plantas em geral 
com as vias do acetato, xiquimato e mevalonato. Urn exemplo dessa rela<;ao e a 
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digoxina (XXXIII), substância extraída da Digitalis purpurea usada no tratamento de 
doenças do coração, é um glicosídeo de um álcool esteróide complexo e um 
trissacarídeo composto por estruturas de D-digitoxose ligadas por ligações glicosídicas 
0 (1 —>4). De forma semelhante, flavonóides, em elevadas proporções também podem 
apresentar unidades monossacarídicas em suas estruturas. A rutina (XXXIV) por 
exemplo, um flavonol com pronunciada atividade antioxidante tanto em testes /« vitro 
como in vivo, presente em diversas espécies de leguminosas, apresenta-unidades de 
glucose e ramnose unidas por ligações glicosídicas a (I—>6) ligadas à posição 3 do 
71 85 esqueleto flavônico. ' 
Recentemente, estudos'realizados' com plantas coletadas na região da 
Hidrelétrica de Salto Caxias, Paraná, demonstrou que a espécie Bauhinia microstachya 
(Raddi) Macbr., Caesalpiniaceae, uma liana conhecida popularmente por escada-de-
macaco,12 possui relevante atividade antioxidante quando comparada ao padrão ácido 
ascórbico.70 Dados de literatura também sugerem; um possível efeito antinociceptivo 
para essa espécie e que «compostos fenólicosglicosi lados'podem estar relacionados a tal 
atividade -30 No-entanto, muitò'pouco se sabe sobre sua química e nada se conhece sobre 




Danos celulares, radicais livres e espécies reativas de oxigênio (ERO) 
Còmo visto no caso dos flavonóides e biflavonóides das folhas da Ginkgo 
biloba, a procura por novas substâncias antioxidantes, especialmente de origem natural, 
têm sido objeto de vários estudos. Para combater o perigo do estresse oxidativo causado 
pelos radicais livres, em condições normais, os organismos, plantas e animais possuem 
mecanismos de defesa próprios (antioxidantes) cuja eficiência tende a decrescer com a 
idade tornando-os insuficientes, dessa forma, em humanos, o desequilíbrio entre 
espécies oxidantes e antioxidantes (glutationa peroxidase, glutationa redutase, 
superóxido dismutase e caíalase) pode provocar um número grande de desordens 
celulares tais como, peroxidação lipídica, danos proteicos-enzimáticos e inclusive, alte-
rações no DNA, levando o indivíduo a um estado clínico, podendo estar associado a 
desordens do trato respiratório, doenças neurodegenerativas, inflamatórias e envelheci-
7 2 , 7 4 , 8 8 
mento precoce. 
Várias são as causas bioquímicas capazes de produzir lesões e morte celular. 
Dessas causas, uma delas é a hipoxia, caracterizada pela falta de suprimento de sangue 
(isquemia) devido a processos relacionados a arteriosclerose ou trombose que impedem 
que o O2 chegue as células. Dependendo do estado de hipoxia, poderá ocorrer 
adaptação, lesão ou morte celular. Agentes físicos e químicos como temperaturas muito 
altas ou baixas, mudanças bruscas de pressão, radiação e choques elétricos também 
podem danificar em maior ou menor grau as nossas células. Simples componentes como 
glucose ou NaCl em concentrações hipertônicas, O2 em excesso, arsênico, cianeto, sais 
de mercúrio, poluentes atmosféricos (CO, NO, SO2), inseticidas, herbicidas, álcooils, 
cocaína, entre outras substâncias narcóticas, podem destruir um número de células 
suficientes para causar danos e morte celular em minutos ou horas.-Agentes infecciosos 
como bactérias, fungos, protozoários e outras formas de parasitas impedem, em alguns 
casos, a homeostase, podendo também produzir substâncias tóxicas às células. Dos 
agentes químicos nocivos-às células; os radicais livres por serem produzidos pelo 
próprio metabolismo celular, talvez sejam os mais comentados e estudados.89 
Um radical • livrè^ü ou-simplesmente um radical,' pode, ser /definido .como 
qualquer espécie química, orgânica ou inorgânica, que contenha um número ímpar de 
elétrons, portanto, elétrons desemparelhados (Figura 8). 
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(A) (B) 
Figura 8. Representação de orbitais mais externos de 
uma espécie química radicular (A) e não radicaiar (B). 
Exemplos que ilustram essa definição podem ser vistos na Tabela 4. 90 








h 3 C — c — o - radical acetila ou acetato 
radical metila 
radical fenila 
átomo de sódio 
átomo de cloro radical 
ânion radical benzeno 
Desconsiderando as fontes de radiação e o uso de peróxidos industriais, na 
natureza, duas substâncias importantes estão relacionadas a formação de radicais livres 
e espécies não radicalares de alta reatividade: o gás oxigênio (O2) e o óxido nítrico 
(NO), poluente atmosférico, mas que também resulta de processos metabólicos que 
ocorrem no interior das células de organismos aeróbios. O NO, através de reações de 
natureza bioquímica, leva a formação de peroxinitrito (ONOO), o qual, mesmo não 
sendo um radical, pela sua alta reatividade torna-se uma espécie tóxica em proporções 
anormais, promove a oxidação de grupos tiólicos, em particular a glutationa, causando 
assim, como os radicais livres, degenerações celulares. O O2, pelo fato de possuir dois 
elétrons livres nos orbitais p antiligantes, reage preferencialmente com moléculas de 
configuração eletrônica semelhante. Como a maioria das moléculas geradas pelo 
metabolismo não possuem essa característica, o O2 fica impedido, por restrição de spin, 
de reagir. Dessa forma, alvos celulares importantes são evitados. Na forma de oxigênio 
singlete, a restrição de spin desaparece conferindo a ele um maior poder oxidante que, 
por absorção de energia ou por transferência de elétrons, pode dar origem a diversas 
88 
outras espécies químicas, as chamadas espécies reativas de oxigênio (ERO). Uma via 
de formação de ERO consiste na redução do 0 2 com conseqüente geração de peróxido 
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de hidrogênio (H2O2), radicais ânion superóxido (CV), radicais alcoxil (RO"), radicais 
peroxil (ROO ) e radicais hidroxil (OH), sendo essa última a mais deletéria das ERO 
que juntamente com o ROO' são capazes de proporcionar reações de iniciação 
(Esquema 4).72'82'91 O H202, apesar de ser uma espécie não radicalar, é tóxico ao 
organismo e sua reação de decomposição pode ser catalisada pelo íon ferroso (Fe"") 
levando à formação do radical HO', como mostra a reação de Fenton* descrita pela 
primeira vez em 1894 (Esquema 5).90'92 
Iniciação: R-H R - + H-
—-R- + 02 ROO 
Propagação: ROO • + RH ROOH 
Terminação: 
ROO -+ ROO- • produto inerte 
R +R- »• produto inerte 
ROO • + R- • produto inerte 
Esquema 4. Fases de uma reação em cadeia (iniciação, propagação e terminação). 
Fe** + H202 -> F e w + HO" + HO' 
F e w + H202 F c " H02- + H+ 
Esquema 5. Reação de Fenton 






1. Estudar a atividade antioxidante de 
extratos obtidos das folhas e caules de 
B. microstachya.
2. Isolar e identificar alguns dos constituin­
tes químicos majoritários das folhas de 
B. microstachya.
Objetivos específicos
1. Determinar in vitro o potencial antioxi­
dante de extratos obtidos a partir de folhas 
e caules de B. microstachya.
2. Determinar a composição monossacarídi- 
ca das folhas de B. microstachya.
3. Isolar componentes do metabolismo se­
cundário com atividade antioxidante das 







Abordagem fitoquim ica  
Extração e rendimento dos extratos 
Teor de flavonóides  
Ensaios antioxidantes
• Redução do com plexo fosfom o- 
libbdênico
•  Redução do DPPH
•  CCD
Determinação estrutural de BM2, 
BM4 e BM5
Ensaio antimicrobiano
Composição monossacarídica das fo -  
ilias de  B. microstachya
Folhas e caules de B. microstachya, 
espécie conhecida popularmente por escada de 
macaco,14 foram coletados em Morretes-PR, 
região de Mata Atlântica, a 80km da capital 
Curitiba (Figura 9). Parte desse material (100g), 
foi macerado em EtOH 70% (96h), concentrado 
em rotavapor (40°C) e submetido a ensaios 
fitoquímicos segundo metodologia clássica des­
crita por Matos em 1988.93 Dessa forma, ficou 
evidenciado a presença de flavonóides e taninos* 
nas folhas e nos caules de B. microstachya. Os 
flavonóides foram confirmados por reação em 
cromatografia cm camada delgada (sol. Np/PEG** 
como sol. reveladora) e os taninos por reação de 
precipitação com sol. de FeCh 10% (Tabela 5).
Das classes de constituintes químicos 
encontradas cm folhas, caules, cascas e raízes do 
gênero Bauhinia, a grande maioria delas se 
referem a constituintes polifenólicos, esteróides e 
triterpenóides. Desses, os flavonóides são os que 
melhores se distribuem e foram encontrados em 
quase todas as espécies pesquisadas. Em nenhu­
ma dessas, assim como na escada-de-macaco, foi 
constatado a presença de alcalóides (exceção 
Bauhinia cardicans) e óleos voláteis (Tabela 5).
T a n in o s : m istu ra  de constitu in tes po lifenólicos de  d ifíc il c ris ta lização  e  separação. São so lúveis  em  so lven tes  polares, H :0 , 
M eO H  e  E tO H , p rec ip itam  pro te inas, reagem  com  sol. F eC lj (10% ) form ando prec ip itados azu is  ou  v io le tas (tan inos 
h id ro lizáve is) e  verdes (taninos condensados). D iversas a tiv id ad es  são  re la tadas a esta c la sse  de  com postos, en tre  elas, destaca- 
se  a an tiox idan te .9'1' 95
N p /P E G : sol. 1% de  d ifen ilborilox ietilam ina em  M eO H /so l. 5%  polic tilenoglicol 4000 em  EtO H .96
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Figura 9. Algumas regiões de coleta de B. microstachya no Estado do Paraná com 
registros em herbário (MBC e UFPR). Curitiba (A), Morretes (B), Antonina (C), 
Paranaguá (D), Guaratuba (E), Guaraqueçaba (F), Laranjeiras do Sul (G), Cascavel 
(11), Medianeira (I), São M iguel do Iguaçu (J) e Foz do Iguaçú (K). ’1
Tabela 5. Classes químicas encontradas em folhas e caules de B. microstachya.
C lasse quím ica R eações Parte usada R esultados
Flavonóides Reação c/ Np/PEG (CCD) Folhas Positivo
Caules Positivo
Antocianas Teste colorimétrico (pH 3; 8,5 e 11) Folhas Negativo
Antocianidinas Teste colorimétrico (pH 3; 8,5 e 11) Caules Negativo
Taninos Reação c /F eC l3 10% Folhas Positivo
Caules Positivo
Esteróides Reação de Lieberman-Burchard Caule Negativo
Triterpenos Reação de Lieberman-Burchard Folhas Negativo




Saponinas Formação de espumas Caule Negativo
Folhas Negativo
Rendimento dos extratos obtidos a partir dos Esquemas 6, 7 e 8
Quatorze foram os extratos obtidos a partir do Esquema 6 e 7 e quatro foram os 
extratos obtidos a partir do Esquema 8.
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Folhas (lk2) 
macerayao c/ CJI14, %h 
. EBF Residuo (1) 
macerayao c/ CHCh, %h 
Residuo (2) 
macerayao c/ EtOH 90%, 96h 
EBEF Residuo (3) 
descloroftlayao • 
EEF 
partiyao c/ OCM e AcOEt 
FDMF FAEF 
Esquema 6. Obtenfiio de extratos (metabO/itos secundarios) a partir de 1 kg de fo/has de B. microstachya. 
• Os extratos EBEF e EBEC foram concentrados em rotavapor (40"C}, agitados mecanicamente em banho-de-gelo (8h) e 
depositados sob refrigera~ao (24h). Dessa forma, grande parte da clorofila precipitou. sendo separada dos extratos por filtra~ao 
sob pressao reduzida. 
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. Caul& (1k!) 
' EHC Residuo (1) 
macera-rao c/ CHCh, 96h 
R~siduo (2) ECC 
macera-rao c/ EtOH 90%, 96h 
·~· ' 
R~siduo (3) , . , . •EBEC . 
desclorofila-rao 
,EEC 
parti-rao c/ OCM e AcOEt 
FDMC . ·FAEC 
.> 
Esquema 7. Obtenr;fio de extratos (metab6litos secundizrios) a partir de I kg de caules de B.microstachya. 
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Folhas (95g) 
extrayao em Soxhlet c/ CJ-1 14, 16h 
Lipideos Droga 
extrayao aquosa, 1 OO"C, 2h 
Residuo (1) EPAq 
extrayao c/ sol. KOH 2%, 100"C, 2h 
extrayao c/ sol. KOH 5%, 100"C, 2h 
· . Residuo (3) ; EPAIS% 
extrayao c/ sol. KOH 15%, lOO"C, 2h 
EPAIIS% Residuo (4) 
Esquema 8. Obtem;iio dos extratos (metab6litos primarios) a partir de 95g defolhas de B. microstachya. 
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Desses, os extratos EBEF e EBEC apresentaram maior rendimento, 9,15g% e 
3,78g% respectivamente. A fração FAEF, de cinde foram isolados quatro componentes, 
apresentou um rendimento de 2,60g% (Tabela 6). 
Tabela 6. Rendimento dos extratos obtidos a partir dos 
Esquemas 6 e 7. . 
Extratos (g%) Extratos (S%) 
EHF 0,90 EHC 0,40 
ECF 0,52 ECC 0,13 
EBEF 9.15 EBEC 3,78 
EEF 7,93 EEC 3,38 
FDCMF 0,09 FDCMC 0,11 
FAEF 2.60 FAEC 1.58 
FAQF 2,00 FAQC 1,57 
Para os extratos polissacarídicos, o maior rendimento foi observado nas 
extrações alcalinas, sendo que, quanto maior a concentração do álcalis utilizado (sol. 
KOH), maior foi o rendimento dos extratos obtidos (Tabela 7). 
Tabela 7. Rendimento dos extratos obtidos a partir dos 
Esquémas 8. ' 
Extratos (g%) Extratos (g%) 
EPAq 0,63 EPAI5% 4,45 
•EPAL 2% 1,90 . EPAL, S% 5,50 
Teor de flavonóides 
O teor de flavonóides p o e n t e nas folhas de B. miçrostachya, foi determinado 
através de técnica descrita pela Pharmacopoea Helvetica98 padronizada para o 
doseamento de flavonóides totais encontrados no gênero Passiflora que reagem com 
, AlCb. O resultado foi expresso tendo o hiperosídeo Ç21H20O12 (M: 464,4 g/mol"1) como 
substância de referência, sendo o valor, determinado pela equação: 
%Flavónáides - ^ 
m 
Onde: A = absorbância à422nm, m = massa da substância em gramas. 
g % : massa de extrato obtida (g) a partir de 100g de vegetal. 
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O teor de flavonóides encontrado nas folhas de B. microstachya (600mg) foi de 
0,12% ± 003 (n = 5), o que sugere que em Ikg de droga, massa de folhas usada no 
início dos fracionamentos, poderia ser encontrado caso o rendimento fosse próximo a 
100%, uma massa de 120mg de flavonóides totais que reagem com o reativo cloreto de 
alumínio. Sabe-se que a produção de metabólitos primários e secundários de um vegetal 
pode variar. Essa ocilação geralmente está ligada a fatores ambientais, como fertilidade 
do solo, umidade, radiação solar, ventos, temperatura, poluição do ar e do solo e fatores 
sazonais. As condições de coleta, horário e estabilização do material coletado, também 
podem influenciar a composição química do vegetal.6 Dessa forma, o teor de 
flavonóides encontrado nas folhas de B. microstachya não é uma constante, podendo ser 
maior ou menor, caso coletado em diferentes épocas e regiões. 
Ensaios antioxidantes 
Vários são os métodos utilizados para a determinação da atividade antioxidante 
in vitro de extratos vegetais. São exemplos destes, o método do P-Clams, que utiliza o 
modelo p-caroteno/ácido linoléico. Neste, a ausência de um antioxidante faz com que 
ocorra a oxidação do ácido linoléico gerando radicais livres que atacam as insaturações 
do p-caroteno fazendo com que o mesmo perca sua cor laranja, característica esta que 
pode ser medida colorimetricamente." O método da redução do íon Fe*3, consiste na 
transferência de elétrons da amostra (antioxidante) para o referido íon, reduzindo-o a 
Fe+2. Dessa forma, o poder redutor de um determinado extrato indica que nele devem 
existir substâncias que podem agir como antioxidántes primários e secundários.100'101 
Outras metodologias também podem ser encontradas, como o teste do ácido 
tiobarbitúrico (TBA)102 da oxidação do ácido linoléico82 da redução do complexo 
fosfomolibdênico, da redução do radical livre DPPH* entre outros. 
Devido a facilidade das reações, eficiência metodológica, número de citações 
bibliográficas e disponibilidade dos equipamentos e reagentes, no respectivo estudo, 
foram utilizados os dois últimos ensaios, redução do complexo fosfomolibdênico e 
redução do radical livre DPPH. 
DPPH: 1,1 -difenil-2-picriIhidrazil radical livre. 
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Ensaio da redu(:iio do complexo fosfomolibdenico 
0 complexo fosfomolibdenico, formado pela rea~ao da sol. de Na3P04 (28ml, 
0,1moV1) com sol. de (NRt)6Mo7024.4HzO (12ml, 0,03mol/l) e sol. de H2S04 (20ml, 
3moV1)*, em meio aquoso, sendo o volume final, ajustado com HzO destilada para 
1 OOml, possui colora~ao amarela, tomando-se verde a medida que se reduz (Figura 1 0). 
Figura 10. Colorafi5es das solufi5es ap6s redufiio do complexofosfomolibdenico. 
Pouca transf erencia de eletrons (A) e grande transferencia de eletrons (B). 
Solu~6es dos extratos obtidos (Tabela 6) e padr6es de acido asc6rbico (LVI), 
acido gilico (LVII), quercetina (LVIII), rutina (XIII) e acido tanico ** (200J..Lg/ml), 
foram submetidas a rea~ao de oxi-redu~ao (90rnin. l00°C, n = 5) e lidas a 695nm em 
urn espectrofotometro UV -1601 Shimadzu®. As absorvancias das amostras foram 
comparadas com a absorvancia dos padr6es acido asc6rbico e da quercetina, substancias 





(LVI) (LVII) (LVIII) 
Todos os reativos foram transferidos para urn baHlo volUITitrico eo volume foi co"llletado para I OOml com iigua destilada. 
•• Acido tanico: s6lido arrorfo, nllo horrvgeneo e sem estrutura qufmica definida, constitui-se em ~steres glicosilados do :lcido 
gllico.71 
OH 
RESULT ATOS E DISCUSSÃO 43 
(XIII) 
Os resultados foram expressos na forma de atividade antioxidante relativa 
( A A R % ( á c ascórbico) e A A R % ( q u e n ; e t i n a ) ) e os cálculos estabelecidos através das seguintes 
equações: 
AAD0/ . . , Ahx(amostra/ - Abs(branco) AAK/oçac.ascorbico) = . 100 
Absfác.ascórbico) - Abs(f,ranCo) 
..D0/ Abs(amostra) - Abs(branco) AAK/o(qUercetina) = . 100 
AbSfquercetina) - A bs( branco) 
Para o extrato EHF*, a AAR%(áC ascórbico) foi igual a 31% ± 0,82, enquanto que 
para o extrato ECF, 31 % ± 2,1, para o extrato EBEF*, 45% + 1,55, para o extrato EEF*, 
24% ± 0,76, para a fração FDCMF*, 30% ± 0,87, para a fração FAEF*, 49% ± 2,06, 
para o extrato EHC*, 25% ± 1,43, para o extrato ECC*, 22% ± 3,28, para o extrato 
EBEC\ 47% ±1,10, para o extrato EEC*, 36% ± 2,32, para a fração FDCMC*, 29% ± 
3,33 e para a fração FAEC*, 43% ± 3,14, em relação a 100% da total atividade atribuída 
ao ácido ascórbico (vitamina C). 
De forma semelhante, quando esses extratos foram comparados com padrão de 
quercetina, a A A R % ( q u e r c e t i n a ) para o extrato EHF* foi igual a 32% ± 2,87, enquanto que 
para o extrato ECF*, 29% ± 1,70, para o extrato EBEF*, 47% + 0,85, para o extrato 
EEF*, 27% ± 0,83, para a fração FDCMF*, 28% ± 1,04, para a fração FAEF*, 50% ± 
1,54, para o extrat o EHC*, 23% ± 2,32, para o extrato ECC*, 19% ± 1,08, para o extrato 
EBEC*, 43% ± 1,31, para o extrato EEC*, 45% ± 0,25, para a fração FDCMC*, 31% ± 
3,24, e para a fração FAEC*, 52% ± 2,25 em relação a 100% da total atividade atribuída 
a quercetina (Figura 11 e 12). 
EHF: extrato n-hexânico das folhas; ECF: extrato clorofórmico das folhas; EBEF: extrato bruto etanólico das folhas; EEF: 
extrato etanólico das folhas; FDCMF: fração diclorometano das folhas; FAEF: fração acetato de etila das folhas; EHC: etrato 
n-hexânico dos caules; ECF: extrato clorofórmico dos caules; EBEC: extrato bruto etanólico dos caules; EEC: extrato etanólico 
dos caules; FDCMC: fração diclorometano dos caules; FAF.C: fração acetato de etila dos caules. 
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1 1 | ác. ascórbico | 5 | quercetina [7] ECC fíã] EEC [u] FAEC
| 2 | àc. gálico [ó] EHF [TÕj EBEF [Ti] FDCMF
| 3 | àc. tànico [7] EHC [TT| EBEC fls] FDCMC
| 4 | rutina |~8] ECF [Ti] EEF [Tó] FAEF
Figura 11. Representação gráfica da AAR% de extratos de B. microstachya 
(200 /Jg/ml) tendo como base a atividade do ác. ascórbico.
|~T~| ác. ascórbico | 5 [ quercetina [ £ )  ECC [T7| EEC [ n ]  FAEC
[~2~| àc. gálico [ ó ]  EHF [TÕ] EBEF [~1~4~| FDCMF
| 3 | àc. tànico Q ]  EHC [H l EBEC [Til f d c m c
| 4 | rutina |~8~| ECF [Õ] EEF [Tól FAEF
Figura 12. Representação gráfica da AAR% de extratos de B. microstachya 
(200 Hg/ml) tendo como base a atividade da quercetina.
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As frações FAEF e FAEC apresentaram maior AAR% tanto em relação a 
padrão de vitamina C quanto em relação ao padrão de quercetina. Análises fitoquímicas 
dessas frações evidenciaram a presença de compostos fenólicos, flavonóides e taninos, o 
que sugere serem os responsáveis pela alta atividade antioxidante tanto de folhas como 
de caules de B. microstachya. 
A atividade antioxidante das frações FAEF e FAEC em relâção ao ácido 
ascórbico nas concentrações de 31,25 |ig/ml foram muito próximas a 100%, 98% ± 1,93 
para FAEF e 92% + 2,64 para FAEC (Figura 13). Os demais valores de AAR%(àc. 
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concentração fig/ml 
Figura 13. Representação gráfica da AAR% das frações FAEF 
e FAEC tendo como base a atividade do ác. ascórbico. 
Tabela 8. Valores de AAR%(ic a^ico) para FAEF e FAEC .em diferentes 
concentrações. 
conc. (fxg/ml) FAEF FAEC 
31,25 98 ±1,93 92 ±2,64 
. 62,5 94 ±4,14 87 ± 1,82 
125 70 ± 2,92 61 ±2.58 
250 58 ±4,18 45 ± 1,72 
500 35 ±3,92 33 ± 4,13 
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A atividade antioxidante das frações FAEF e FAEC em relação a quercetina 
nas concentrações de 31,25 (ag/ml foram superiores a 100%, 133% ± 3,70 para FAEF e 
143% ± 2,67 para FAEC (Figura 14). Os demais valores de AAR%(que rcetina) de FAEF e 
FAEC estão descritos na Tabela 9. 
concentração ftg/ml 
Figura 14. Representação gráfica da AAR% das frações 
FAEF e FAEC tendo como base a atividade da quercetina. 
Tabela 9. Valores de AAR%(quen:etína) para FAEF e FAEC em diferentes 
concentrações. . 
conc. (jig/ml) FAEF FAEC 
31,25 133 1 3 , 7 0 143 ± 2 , 6 7 
62,5 125 ± 3 , 1 4 136 ± 1 , 0 6 
125 98 ±5 ,91 133 ± 1 , 8 2 
250 64 ± 2 , 4 8 93 ± 0 , 9 2 
500 52 ± 3,92 66 ± 5,52 
As frações AcOEt de folhas e caules de B. microstachya (Raddi) Macbr. 
(FAEF e FAEC) apresentaram relevante atividade antioxidante quando comparadas com 
padrões de ácido ascórbico (vitamina C) e quercetina nas mesmas concentrações. 
Estudos fitoquímicos preliminares mostraram a presença de compostos fenólicos 
(taninos e flavonóides) nessas frações. Em concentrações de 31,25 p.g/ml as atividades 
antioxidantes relativas em relação ao ácido ascórbico foram muito próximas a 100%, 
98% para FAEF e 92% para FAEC, significando que a disponibilidade eletrônica capaz 
de reduzir o complexo fosfomolibdênico é equivalente a disponibilidade eletrônica do 
padrão de vitamina C na mesma concentração. Foi observado que a fração FAEF nas 
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concentrações de 31,25 e 62,5 |ag/ml, quando comparadas com padrões de quercetina 
nas mesmas concentrações, apresentaram-se mais ativas em 33 e 25%, respectivamente, 
enquanto que a fração FAEC nas concentrações de 31,25, 62,5 e 125 jag/ml, também 
apresentaram-se mais ativas em 46, 36 e 33%, respectivamente, que o mesmo padrão. 
As frações contendo taninos FTF e FTC*, obtidas a partir do fracionamento em 
coluna preparativa** das frações FAEF e FAEC respectivamente demonstraram-se 
moderadamente ativas quando comparadas com o padrão de ácido ascórbico (200 
Hg/ml) sendo observado para FTF e FTC uma AAR%(ác. ascórbico) de 3 2 % ± 2 , 1 4 e 4 7 % ± 
1,58 conforme mostrado na Figura 15. 
100% 
3 2 % 
FTF padrão vitamina C 
200ng/ml 
B 
4 7 % 
------------j 
• B ^ B s P 
FTC 
100% 
padrão vitamina C 
200ng/ml 
Figura 15. Representação gráfica da AAR%(ác ascórbico) das frações FTF (A) e FTC 
(B) nas concentrações de 200yig/ml. 
F T F : f ração de taninos obtida a partir das folhas de B. microstachya\ F T C : f ração de taninos obtida a partir dos caules de 
B. microstachya. 
Maiores detalhes dos isolamentos das frações FTF e FTC estão descri tos no capí tu lo "Exper imenta l " , pág. 90. 
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Pode ser observado que a atividade antioxidante das frações FAEF e FAEC 
aumenta de acordo com o aumento das concentrações (31,25 - 500 |ag/ml), porém, as 
atividades antioxidantes relativas (AAR%(áC. a s c ó r b i c o ) c A A R % ( q u e r c e t m a ) ) diminuem como 
demonstrado nas Figuras 13 e 14 e nas Tabelas 7 e 8, pois as atividades dos padrões em 
relação as frações aumenta em maior proporção (Figura 16). 
(b) 
(a) (b) 
í ^ f 
x - r r r j j s i 
III l i 
/ • / . • V / 7 1 
/-••VV/V 1 
/ V W / V s 
/ / S / / J % 
31,25 ng/ml 62,5 |ag/ml 125 ng/ml 
Figura 16. Representação gráfica do aumento da atividade antioxidante da fração FAEF (a) e do padrão 
antioxidante quercetina (b), em diferentes concentrações,com consequente diminuição da AAR%(quercetina). 
Sugere-se que o decaimento observado a medida que dobra-se as concentrações 
das frações (FAEF e FAEC) e dos padrões (ácido ascórbico e quercetina), esteja 
relacionado aos constituintes não antioxidantes que integram essas duas frações, que em 
número, devem ser maiores aos antioxidantes. A quantidade de matéria reduzível 
(complexo fosfomolibdênico) é sempre constante, independente das concentração das 
frações e padrões utilizados. Para efeitos comparativos, a atividade antioxidante (x) de 
uma fração ou extrato é dividida pela atividade antioxidante de um padrão (y) numa 
mesma concentração, a medida que dobra-se a concentração do extrato ou fração 
utilizada, dobra-se a concentração do padrão e o cálculo é efetuado de acordo com a 
seguinte equação: 
. iD0/ Abs(fração x) - Abs(branco) 
AAR%(padrão y) = . 100 
Abs(padrão y) - Abs(branco) 
Supõe-se que ao dobrar a concentração da fração FAEF de 31,25 pg/ml para 
62,5|ag/ml, dobra-se a quantidade de constituintes antioxidantes (z) presentes na 
amostra, dobra-se também a quantidade de constituintes não antioxidantes (w), que de 
certa forma, por serem em muito maior número, impedem a completa transferência de 
elétrons das substâncias antioxidantes para o complexo fosfomolibdênico. Dessa forma, 
tanto os padrões de ácido ascórbico como de quercetina, por apresentarem alto grau de 
pureza, não sofrem tais interferências. Conclui-se, que o método de determinação da 
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atividade antioxidante relativa atraves da redu~ao do complexo fosfomolibdenio e 
eficiente, porem, sugere-se o uso de diferentes concentra96es quando as amostras 
testadas nao tratarem-se de componentes puros. 
Ensaio da redufliO do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) 
0 DPPH, 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (LIX), e urn radical livre estavel na forma 
s6lida, soluvel em solventes polares (EtOH e MeOH) e pode ser obtido atraves da 
oxida9ao da difenilpicrilhidrazina (LX), conforme Esquema 9. 
Q No2 N-N--A. .. ;A)l 0 o,N ~ No, 
(LX) (LIX) 
Esquema 9: Reafiio de obtenfiio do DPPH atraves da oxidafilo da difenilpicrilhidrazina. 
Possui colora9ao violeta escuro, que ao reduzir, descora-se, tornando-se 
amarelo. Numa dada concentra9ao, quanto mais clara a solu~ao mais antioxidante e a 
substancia (Figura 17). Mesmo solu96es extremamente diluidas (1 o·5 moVl), podem ser 
medidas colorimetricamente (UV A.EtOH 518nm). Na quimica analitica, sol. de DPPH 
pode ser usada como sol. indicadora de radicais livres de urn sistema, assim como, sol. 
de fenolftalefna pode ser usada como indicadora de fons OH-, em sistemas alcalinos (pH 
8,2).43,90,103 
Figura 17. RepresentafilO de amostras mais diluidas (violetas) e 
mais concentradas ( amarelas) em sol. de DPPH. 
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As frayoes mais ativas no ensaio da reduyao do complexo fosfomolibdenico 
(FAEF e FAEC) foram testadas pelo ensaio da reduyao do DPPH. Foram usados como 
controle positivo os padroes antioxidantes quercetina (LVID), rutina (Xlll) e acido 
asc6rbico (LVI). A expressao dos resultados foi dada pela ICso· (em Jlg/ml), calculada 
com auxflio da equayao da reta interpolada com os dados de concentrayao (eixo da 
abscissas) e lCo/o.(eixo das ordenadas). A fC% e determinada atraves da seguinte 
equayao: 
IC = 1 OO _ rAbs ramostra; - Abs rbronco>l. 1 OO 
% C Abs (controle) J 
Determinar;ao da ICso da quercetina, rutina, acido ascorbico, FAEF e FAEC 
Quantidades de quercetina, rut ina, acido asc6rbico, F AEF e F AEC foram 
solubilizadas em EtOH sendo obtidas sol. em diferentes concentrayoes (Tabela 9) que, 
posteriormente foram submetidas a rea9oes com sol. de DPPH. Ap6s o tempo de reayiio 
(30min.), as sol. foram analisadas a 5l8nm em urn espectrofotometro UV Vis. Com 
base nos valores da IC%, foram interpolados graticos (JC% x [ ]Jlg/ml) e atraves das 
equayoes da reta fomecidas foi calculado a rC50, como mostra a Figura 18, onde a rutina 
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concentrar;:iio J..lf?/ml 
Figura 18. Representar;:iio grafica dos va/01·es da IC% x [} J.g!ml da rut ina. 
IC50: concentra~ao inibitoria media. Concentra~ao da amostra capaz de inibir 50% da total capacidade redutiva da sol. DPPH 
usada nesta metodologia (hnl e 3 mMolar). 103 
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Cálculo da ICsri da rutina 
Pela equação fornecida pelo gráfico da Figura 16, foi estabelecido os seguintes 
cálculos: 
-0,1545 x2 + 7,2102 x + 1,6067 
- b + \ / t f . 4 . a . ç X 
2 . a 
7,2102 + V 22,079925 
0,309 
7,2102 t 4,6989 
0,309 
x' = 8,13 |ag/ml 
x" = 38,54 ng/ml 
Dessa forma, foi determinada a IC50 dá rutina (8,13 jjig/ml). A mesma base de 
cálculos foi aplicada para todas as demais IC50 (Tabela 10). 
Tabela 10. Determinação da ICso de padrões antioxidantes e das frações FAEF e FAEC: • 
Quercetina 
n w/ml IAbs (À318nm)" ICH Equação da reta ICso (Hg/ml) 
0,625 0,2158 29,93 -2,078 x' + 29,206 x + 8,6969 1,60 + 0,17 
1.25 0.1653 46.33 
2,5 0,0740 75,97 





flKZ/ml IAbs (À518nm)" IC% Equação da reta IC50 (Hüjml) 
1,875 0,430 14,84 -0,1545 x2 + 7,2102 x + 1,6067 8,13 ± 0,13 
3.75 0,3650 27,68 
7,5 0,2600 48,60 




Ensaios feitos em triplicata. 
• Média da A b s i . i , , „ , - A b s , ^ ^ , ém tripicata. 
Valores correspndente a Abs do controle (EtOH + sol. DPPll 0,3mM). 
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Tabela 10. Continuação... 
Ácido ascórbico 
iVw/mi ÉAbs (A518nm)" ic% Equação da reta IC/o (W/ml) 
5 0.5800 14 -0.0036 x2 + 1,5883 x + 3,079 36 + 0.35 
10 0,5400 20 v 
20 0,4550 32,8 
30 0.3516 48 





n W/ml ZAbs (À518nm)" 1C% Equação da reta IC50 (w/ml) 
0.75 0,4596 19,09 -1,0767 x2 + 20,254 x + 2,3153 2.7510.11 
1,5 0,4016 29,27 
,3 0,2496 56,53 





il W/ml EAbs (Â5I8nm)" ICH Equação da reta ICS(I (w/ml) 











Como já demonstrado, quanto menor o valor determinado para a IC50, mais 
antioxidante, é a substância ou o extrato testado. A partir da fração FAEF (IC50 
2,75fig/ml), três substâncias e uma fração foram isoladas, BM1 *, BM2, BM4 e BM3 
respectivamente. 
Determinação estrutural das substâncias BM2; BM3, BM4 e BM5 
A substância BM2 apresentou-se na forma de cristais brancos e seu espectro de 
UV apresentou bandas em Àmax (MeOH) 226, 270 e 332 nm + NaOH 280, 329 e 394nm. 
O espectro de infra-vermelho de BM2 mostrou uma bandá larga em Àmax 3300cm"1, 
característico de grupos hidroxilas è dois picos de tamanho médio em 1600 e 1500cm"1, 
indicando também a presença de grupos aromáticos nesta molécula. 
As melhores informações foram provenientes dos experimentos obtidos por 
ressonância magnética nuclear de prêtons. O espectro de RMN *H (400MHz, DMSO-dó) 
O composto BM1 niSo pode ser identificado por falta de dados de RMN 'H e RMN "C. 
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de BM2 (Figura 19), apresentou três singletes em 513.06, 510,74 e em 510.25, todos 
com integral para um próton, o que sugere ser correspondente a grupos hidroxi las em 
anel aromático. O sinal 513,06 sugere a presença de um grupo OH próximo de 
grupamento carbonila. Um par de dupletes em 57,92 e 56,79 (Figura 20) foram 
atribuídos para um grupo aromático pora-substituído. Essas duas informações iniciais, 
associadas com o espectro de UV, sugerem que a substância BM2 possa ter a estrutura 
de um flavonóide, onde os sinais em 513.06 e 510.74 seriam atribuídos às hidroxilas em 
C-5 e C-7, respectivamente, do anel A, e os dupletes da região aromática para o anel B 
pora-dissubstituído. Dessa forma, o primeiro duplete (57,92,./ 8,98Hz) foi assinalado 
para os prótons em C-2' e C-6' e o segundo (56,79, J 8,98Hz) aos prótons em C-3' e C-
5', respectivamente. O acoplamento entre esses dois sinais pode ser claramente 
observado no espectro de COSY (Figura 21). O singlete em 510,25 poderia ser atribuído 
ao grupo OH em C-4\ Os dados apresentados até agora sugerem a estrutura de um 
composto derivado do campferol (LXI). 
Dois singletes em 56,67 e 56,16 restam para serem assinalados na estrutura 
flavônica proposta e sinais entre 55 e 53 mostram a presença de um possível 
grupamento açúcar. Se o açúcar estivesse acoplado em C-3, conforme proposto na 
estrutura acima, aos prótons em C-6 e C-8 seria esperado dois dupletes, com ./em torno 
de 2Hz. De fato, prótons em C-6 e C-8 de flavonóides com com o anel A dissubstituído, 
aparecem na forma de dupletes com J = 2,1.104 No entanto, o espectro da substância 
BM2 apresentou dois singletes, o que sugere uma possível substituição em C-3 e 
substituição em C-6 ou C-8, podendo-se atribuir o outro singlete para C-3. 
(LXI) 
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Figura 19. Espectro de RMN 'H (400MHZ, DMSO-D&) de BM2. 





















Figura 20. Expansão do espectro de RMN 'H (400MHZ, DMSO-D6) da região aromática de BM2. 
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Figura 23. Espectro de RMN 'H (400MHz, DMSO-d 6) de BM3. 
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Os prótons desta porção açúcar puderam ser assinalados com o auxílio do 
espectro de COSY. Um duplete centrado em 64,73 (IH) com J 8,9Hz, típico para 
acoplamento íraws-diaxial, foi atribuído ao próton do carbono anomérico (H-l"). O 
espectro de COSY (Figura 22) mostra um acoplamento com o multiplete em 63.88 (IH, 
./8,9Hz), atribuído ao H-2". Para o sinal de H-2", é esperado acoplamentos trans-diaxial 
com os prótons em C-l" e C-3", como também um acoplamento a longa distância com 
H-4", onde é esperado um valor para J de 3-4Hz,105 o que corrobora com os valores de J 
de 8,9 e 2,9Hz para este multiplete. Este sinal, por sua vez, apresenta um acoplamento 
com o multiplete em 63,29 (IH), assinalado para H-3". O multiplete atribuído ao H-3" 
apresenta correlação com um quinteto centrado em 53,57 (1H), o qual foi atribuído a H-
4", uma vez que este apresenta uma correlação com o multiplete em 83,81 (IH), 
correspondente a H-5". Esses sinais apresentados para a porção glicosídica da molécula 
sugerem até então a estrutura da glucose, mas não é evidente neste espectro um sinal 
para H-6" metileno. Alguns sinais estranhos aparecem em 64,65 e 55,06, cuja integral 
sugere mais ser devido a presença de impurezas. O sinal em 53,39 poderia ser atribuído 
aos prótons H-6", sugerindo a estrutura de glucose para essa parte da estrutura de BM2. 
Experimentos de HSQC e HM BC também foram realizados, mas a falta de 
experimentos com RMN 13C e espectro de massa impediram de uma melhor análise que 
pudesse contribuir para a elucidação desta estrutura. 
Devido a falta do espectro de massa, é difícil definir se a substância BM2 trata-
se de um O-glicosídeo ou um C-glicosídeo. Em caso de um O-glicosídeo, espera-se para 
H-l" um sinal acima de 5ppm104 e, em nosso caso, o próton do carbono anomérico foi 
assinalado em 54,76, sugerindo ser um C-glicosídeo. Da mesma forma, não é evidente a 
definição da estrutura da glucose pela falta dos prótons metilênicos H-6". 
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Figura 22. Espectro de COSY (400MHz, DMSO-d6) da porção glicona de BM2. 
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No entanto, os dados obtidos nos sugere a possibilidade de BM2 ser o 
flavonóide vitexina (LXII), onde a glucose poderia estar mesmo acoplada em C-8, 
restando os singletes em 56,67 e 86,16 assinalados para H-6 e H-3, respectivamente. 
Experimentos de UV realizados com BM2 de acordo com Mabry106 corroboram com 
esta indicação. Cechinel e colaboradores relatam a presença de 3-0-ramnosil-campferol 
em folhas de B. microsíachya,30 cuja estrutura não poderia ser para BM2 em função da 
falta no espectro de RMN !H de um duplete em aproximadamente 81,6 ppm para o 
grupo metil C-6" que pudesse justificar a presença de ramnose em BM2. 
HO 
(UXH) 
A substância designada como sendo BM3, apesar de ter apresentado apenas 
uma mancha em CCD, seus espectros de UV ter apresentado bandas em >.max (MeOH) 
271 e 355nm e infra-vermelho picos característicos para hidroxila, carbonila e grupo 
aromático, o seu espectro de RMN (400MHz, D M S O - d õ ) (Figura 23) indica ser uma 
mistura de pelo menos três substâncias além de outras impurezas menores. A partir das 
expansões e do espectro de COSY de BM3 (Figura 24), foi possível assinalar a presença 
de pelo menos três compostos: um primeiro (A) estaria representado nos sinais em 
87,98 e 86,76 (./ 8,8Hz), provavelmente mostrando um acoplamento or/o-aromático. 
Um outro composto (B), com sinais na região aromática, pode ser observado através do 
set de sinais em 87,62, 87,45 e 86,77 indicando um arranjo 1,2,4 com acoplamentos 
orto/meía, os quais podem estar conectados com o par em 86,41 e 86,23. Ainda um 
terceiro composto aromático (C) é possível observar em 87,36, 87,16 e 87,06. O sinal 
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em 54,2 parece ser devido à presença de CHnO acoplado com algo sob o sinal de 
DMSO-d6 e o sinal em 81,3. Analisando pelo tamanho dos sinais, este fragmento 
poderia estar associado com os compostos B ou C. Um pequeno sinal em 812 poderia 
ser atribuído a presença de uma hidroxila aromática próxima de carbonila, mas o 
espectro de IV mostra apenas um pequeno sinal para C=0, o que poderia ser parte do 
composto A. Um espectro de massa poderia contribuir na elucidação desses cmpostos, 
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Figura 23. Espectro de RMN 'H (400MHZ, DMSO-D6) de BM3. 
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Figura 23. Espectro de RMN 'H (400MHz, DMSO-d 6) de BM3. 
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Além dessas três possíveis substâncias, pode-se observar também nesta mistura 
denominada de BM3, a presença de pequena quantidade da substância BM4, cujo 
espectro de RMN 'H (400MHZ, DMSO-JÔ) (Figura 25) apresentou apenas dois singletes 
em 53,79 e 56,98. O espectro de UV de BM4 apresentou bandas em A,max(MeOH) 273 e 
302nm, mostrando a presença de um cromóforo aromático neste composto. O sinal em 
53,79 pode ser atribuído para grupos -OCH3 em ésteres metíiicos ou ligados a anel 
aromático. Esse sinal, com integral 1,5, quando comparado com o singlete em 56,98 
com integral de 1,0, indica a presença de dois prótons simétricos em anel aromático, 

















Figura 23. Espectro de RMN 'H (400MHZ, D M S O - d 6 ) de BM3. 
64 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Devido ao baixo rendimento dos isolados, apenas a fração BM3 (IC50 
7,13|j.g/ml) e a substância BM5 (IC50 29,2fj.g/ml) puderam ser quantificados quanto a 
atividade antioxidante (redução do DPPH). Quando comparados com padrão de 
quercetina (IC50 1,6jj.g/ml) BM3 e BM4 demonstraram-se menos antioxidantes, porém, 
quando comparados com padrão de rutina (IC50 8,13jxg/ml), BM3 demonstrou-se mais 
antioxidante, da mesma forma que BM3 e BM4 apresentaram-se mais antioxidantes que 
o padrão de ácido ascórbico utilizado. Também foi verificado que BM3 e BM4 
apresentaram-se menos ativos que a fração FAEF de onde foram isolados, o que se 
sugere a existência de um possível efeito sinérgico antioxidante entre os componentes 
que a integram (Tabela 11). 
Tabela 11. Determinação da IC5o*de BM3 e BM4. 
BM3 
II f^/ml EAbs (Ã5l8nm)" ic% Equação da reta ÍC50 (nz/ml) 
5 0,3333 43,56 -0,1707 x" + 7,5172 x + 5,0619 7,13 ±0 ,08 
10 0.1850 68.64 





/ / VZJml IAbs (Ã518nmf 1C% Equação da reta 1CS0 (M/ml) 
8 0.0506 7.34 -0.002 1.7273 x - 2 . 1 5 2 7 29 .2010 .12 
12 0,4590 15,77 




A substância BM5, p.f. 64-65°C, apresentou espectro de RMN 'H (200MHZ, 
CDCI3) (Figura 26) com apenas dois picos: um singlete largo em 51,25 e um triplete em 
50,88. Esse composto, quando analisado por CG-EM mostrou 100% de um único pico 
em CG, cujo espectro de massa (Figura 27) apresentou M+ 506, com fragmentação 
característica de perda de massa de m/z 14 e picos principais em m/z 43, 57, 71, 85, 99, 
113, 127, 141, 155, 169, 183, 197. A análise desses dados sugere a estrutura de um 
hidrocarboneto de cadeia longa de C36H74 referente ao hexatriacontano (LXIH). 
Os ensaios para a determinação da IC50 do composto BM2 e BM4 e da fração BM3 foram feitos em duplicata. 
Média da Abs,.™,™, - A b s ^ ^ , em duplicata. 
Valores correspndente a Abs do controle (EtOI-1 + sol. DPPH 0,3mM) 
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Figura 23. Espectro de RMN 'H (400MHz, DMSO-d6) de BM3. 
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Figura 27. Cromatograma (CG-EM) e espectro de massa de BM5.
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BM6 e BM7 não puderam ser identificados por falta de dados espectro-
fotométricos, más o espectro de RNM 'H (200MHZ, DMSO-DA) de BM7 indica uma 
provável estrutura de composto esteroidal ou triterpênico, não glicosilado, devido ao 
grande número de sinais entre 52,2-0,9. Um sinal em 53,60 poderia indicar a presença 
de uma hidroxila em C-3 'do núcleo esteroidal, em conjunto com o triplete que aparece 
em 52,26, poderia ser atribuído um próton em C-7, indicando uma dupla ligação em C-
5, fragmento comum ém diversos compostos esteroidais. 
Além de flavonóides, testes fitoquímicos demonstraram a existência de taninos 
hidrolisáveis e condensados na fração FAEF. O grande número de substituições 
hidroxilas (R = OH) nos anéis A e B (Figura 2) dessas moléculas podem estar ligados a 
intensa atividade antioxidante das frações FAEF e FAEC como demonstram Siddhurajü 
è Zhishen.107,108 Dessa fornia, as frações FAEF e FAEC de B. microstachya, podem ser 
usadas como scavengers de O2 ", HO' e outras ERO. 
Estudos realizados por Braça,43 demonstraram o isolamento de cinco 
compostos fenólicos; uma cetona e um ácido indol-carboxílico das folhas de 
B. tarapotensis, espécie sul americana conhecida popularmente pelo nome genérico 
pata-de-vaca. O extrato MeOH desta espécie apresentou atividade antioxidante 
significante pelo método da redução do DPPH (IC50 19|j.g/ml), da mesma forma que os 
extratos e as frações mais polares (EBEF, EBEC, FAEF é FAEC) de B. microstachya 
também demonstraram alta atividade antioxidante pelo método da redução do complexo 
fosfomolibdênico e do DPPH. Dos constituintes isolados a partir das folhas de 
B. tarapotensis, o composto polifenólico isoacteosídeo (LV) foi o que apresentou maior 
atividade antioxidante pelo método da redução do DPPH (l,3mM). Comparativamente, 
o extrato MeOH de B. tarapotensis, revelou possuir maior atividade que o padrão de 
ácido ascórbico (IC50 36jag/ml). antioxidante clássico descrito pela literatua, porém, esse 
extrato demonstrou-se menos ativo quando comparado com as frações FAEF e FAEC 
de B. microstachya (IC50 2,75 e 2,86jxg/ml, respectivamente).43'108 Sugere-se que outros 
componentes além dos isolados da fração FAEF estejam envolvidos nesta atividade, 
uma vez que, quando purificados, apresentaram menor atividade que a fração de onde 
saíram. A presença de gaiato de metila (XXXV), campferol-3-O-ramnosil (XXXVI), 
quercetina-3-O-ramnosil (XXXVTI) e mirecitina (XXXV111), compostos isolados por 
Meyre-Silva30 das folhas de B. microstachya também podem estar relacionados a esta 
intensa atividade antioxidante.30 
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Finalizando, a atividade antioxidante de folhas e caules de B. microstachya em 
parte está associada a presença de compostos fenólicos (flavonóides e taninos). O 
mecanismo que relaciona a estrutura-atividade dos flavonóides em relação ao seus 
potenciais àritioxidántes pódé ser observado .no Esquema 3, onde a reação, de um 
flavonóide com um radical alquil (R) produz um flavonóide radical, chamado 
genericamente de aroxil, que, devido o tamanho de seus grupos feriilas, radicais 
hidroxilas e estruturas de ressonância, estabiliza-se em quinonas, terminando as reações 
de cadeia. Dessa forma, radicais aroxis são espécies pouco deletérias em relação as 
demais espécie radicalares geradas pelo metabolismo,72'82'109 O mecanismo que 
relaciona a estrutura-atividade dos taninos "condensados ou catéquicos 
(protoántbcianidinas) em relação ao seus potenciais antioxidantes é explicado por 
Valcic è colaboradores, citado por Paré,83 que examinou os constituintes polifenólicos 
majoritários do. chá verde (Cámellia sinensis). Em seu estudo, é demonstrado os 
produtos da simples oxidação de um elétron de umacatequina genérica (LXIV) com 
formação, de úm radical catequina-fenóxil (LXV) fundamental para a atividade 
antioxidante. Neste éstudo, também é demonstrado os produtos de oxidação do gaiato 
de (1)-galocateqüiná (LXyi) quando a reação é inicializada pelo radical peroxil 2,2'-
azobis-(2,4-dimetilvaleronitrila) (LXVH). Como produto de reação, é observado uma 
estrutura "formada por um anel anidrido de sete membros (LXVT1I), bem como, uma 
segunda estrutura formada por um sistema (1,4) hidroxilado, (1 -4) oxigenado unidos em 
•N 
um anel dímero do gaiato de (-)-galocatequina(LXIX). Sugere-se que a atividade 
antioxidante desse componente, conseqüentemente dos taninos catéquicos, pode estar 
relacionada aos grupamentos trihidroxifenil (LXX) do anel B conforme mostra o 
esquema (Esquema 9).83 










Esquema 9. Compostos fenólicos e o mecanismo antioxidante. Radical catequina-fenoxil formado pela 
oxidação de um elétron (I). Produtos da oxidação do gaiato de (-)-galocatequina inicializado pelo 
radica! 2,2'-azobis-(2,4-dimctilvaleronitrila) (II). 
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Determina~iio qualitativa por CCD da atividade antioxidante de urn 
composto isolado 
Os produtos BM2, BM3, BM4 e BM5 foram submetidos a cromatografia em 
camada delgada e revelados com solw;ao de vanilina-H2S04, anisaldefdolH~S04, 
Np/PEG onde apresentaram apenas uma mancha. Quando tais componentes foram 
revelados com sol. de DPPH (0,2% ), manchas amarelas puderam ser observadas em 
BM2, BM3 e BM4 revelando atividade antioxidante. Padroes antioxidantes de rutina e 
quercetina foram usados como comparativos. 0 aparecimento das manchas amarelas 
deve-se ao fato de que o 1, 1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) quando em contato com 
substancias de alto potencial de oxida9ao (antioxidantes), reduz, mudando sua colora9ao 
de violeta para o amarelo (Figura 28). 102·1 10 
rutina 
Figura 28. CCD de quercetina, rutina e BM4 (fm: AcOEt-AcOH-C02H2-H20 ( 100:5:5:13) 
reveladas com sol. DPPH (0,2%). 
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Ensaio aníimicrobiano 
Constituintes polifenólicos, flavonóides, taninos, ésteres fenólicos simples 
entre outros, podem desempenhar importantes atividades antimicrobianas, é o caso da 
quercetina, rutina, apigenina,111 remangiflavanonas A e B112 frente a cepas de bactérias 
Gram positivas e Gram negativas. Estudos fitoqu(micos revelaram a presença desses 
constituintes nas folhas e nos caules de Bauhinia microsíhachya, dessa forma, extratos 
brutos das folhas e dos caules (EBEF e EBEC), bem como as frações acetato de etila 
das folhas e dos caules (FAEF e FAEC) foram testadas visando uma possível atividade. 
Testes antimicrobianos realizados por Savi63 com folhas de Bauhinia 
splendens, espécie semelhante a B. microsíachya, de nome comum cipó-escada, 
revelaram atividade tanto contra bactérias Gram positivas quanto Gram negativas. 
Naquele estudo, utilizando o método da difusão em ágar, foi verificado para o extrato 
DCM um halo médio de inibição de 26mm frente a cepas de Staphylococcus aureus e 
18mm frente a cepas de Streptococcus sp. (2,5mg/disco). Os extratos DCM e AcOEt 
demonstraram-se ativos contra cepas de Salmonella sp. em todas as concentrações 
utilizadas (l,25-3,75mg). Em relação a determinação da Concentração Inibitória 
Mínima (MIC), o extrato DCM apresentou valores de 0,7mg/ml contra S. íyphimarium e 
0,4mg/ml, contra S. aureus. Já extrato AF, para os mesmos microorganismos, 
apresentou MIC de 0,8mg/ml e 0,4mg/ml respectivamente. 
Souza e colaboradores, demonstraram ausência de atividade antimicrobiana 
frente a cepas de E. coli e S. aureus (método da difusão em ágar) para a espécie B. 
microsíachya coleta na região de Urussunga, Estado de Santa Catarina.64 
Ensaios realizados em extratos de folhas e caules de B. microsíachya (EBEF, 
EBEC, FAEF e FAEC), nas concentrações de 62,5, 125, 250, 500 e 1000ng/disco 
confirmaram a ausência de atividade antimicrobiana no ensaio da difusão em ágar frente 
a cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e 
Pseudomonas aeruginosa. No ensaio da diluição em ágar os extratos EBEF e EBEC 
(5.000p.g/placa) e os extratos FAEF e FAEC (1.000(ig/placa) também apresentaram-se 
inativos frente estas mesmas cepas. Como controle positivo, foi utilizado no ensaio da 
difusão em ágar o antibiótico cloranfenicol (lOfxg/disco) onde foi observado ao redor 
dos discos halos médio de inibição próximos a 25mm (Figura 29 e 30). 
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Figura 29. Ensaio de atividade antimicrobiana ( difustio em 
agar) ap6s incubaftiO (JrC e 24h) uti/izando afraftio FAEF 
nas concentrafoes de 62,5fJg/disco, 125fJgldisco, 250!Jgldisco, 
500!Jgldisco e 1 OOOfJgldisco frente ao Staphylococcus aureus. 
Figura 30. Ensaio de atividade antimicrobiana ( diluiftio em 
agar) ap6s incubaftio (JrC e 24h) utilizando o extrato EBEF 
na concentraftio de 5.000fJg/placa frente ao Staphylococcus 
aureus. 
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Monossacarideos encontrados nas fa/has de B. microstachya 
As fra9oes obtidas* (Esquema 8) ap6s neutralizadas, dialisadas e hidrolisadas, 
foram convertidas a esteres, derivados mais faceis de manipular que na forma de 
a9ucares livres. 0 maior numero de grupos hidroxilas nas estruturas os tomam mais 
volateis, soluveis em solventes organicos, cristalizam-se com maior facilidade e 
dificilmente formam o aspecto xaroposo quando a agua e removida. As fra90es 
polissacaridicas (Esquema 8) foram hidrolizadas com TFA (I 00°C, 5h) e reduzidas com 
NaB~ (2h, 25°C) dando polialcoois chamados de aldit6is (LXXJ). A redu9iio ocorre na 
forma aberta presente no equilfbrio entre o aldeldo ou a cetona e seu respectivo 
hemicetal (LXXII), conforme Esquema I 0. 
H OH O 0 
HO OH 
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Esquema 11. Etapas para a identificat;iio dos monossacarideos das f olhas de B. microstachya 
As frru;oos obtidas (Esquema 8), foram chamadas de fra~Oes polissacaridicas, porem, nlio foi confinnado neste estudo a existencia 
dos mesmos. 1-Ja portanto, a necessidade novos estudos (RMN 111 e RMN " C) para a comprovacao. 
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Embora a percentagem seja pequena no equilíbrio, a forma aberta,é„reduzida, e 
para estabelecer o equilíbrio ocorre abertura da forma piranose. A nova porção na forma 
aberta também é reduzida, e o processo se repete, até que toda amostra teiiha reagido. A 
esterificação foi efetuada com AC2O e piridina. Todos os grupos hidroxilas, inclusive o 
anomérico reagem. Por fim, os acetatos de alditóis formados (LXXni) foram extraídos 
com CHCI3, secos e analisados em CG-EM. Os fragmentos e os tempos de retenção 
(Tr(min.)) dos derivados obtidos foram compadados com padrões de acetatos de alditóis 
de ramnose, fucose, ribose, arabinose, xilose, manose, galactose e glucose (Figura 
19).113 
Fragmentação primária dos principais-acetatos de alditóis 
H — Ç — O A c 73 
361 I I — C — O A c 145 
i V M W W M ^ M M W M V 
289 H — C — O A c 217 
2 1 7 I I — C — O A c 289 
289 H — C — O A c 361 
73 I I — C — O A c 
H 
Hexitol hexacetato 
(Man, Gai, Glu, Fru) 
H—C—OAc 73 
289 h C—OAc 145 
2,7 H C—OAc 217 
289 H C—OAc 289 
73 H C—OAc 
Pentito! pentacetato 




303 H—C—OAc 145 
231 H C—OAc 217 
159 H — C — O A c 289 
87 H — C — O A c 
S I 
CH, 
73 H — C — O A c 
144 H C—NH—Ac 360 
216 H — C — O A c 289 
288 H C—OAc 217 
360 H C—OAc 145 






(Glucosamina, Manosamina, Galactosamina) 
O pico de fragmentação m/z 43 é o pico base (abundância de 100%) para 
qualquer derivado acetato de alditol e é correspondente ao fragmento CH3CO" (AcO ). 
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Fragmentos secundários dos acetatos de alditóis 
HEXITOL 
H—Ç=OAc 
H — C — O A c 
I 
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Identificação dos monossacarídeos presentes nas folhas de B. microstrachya 
De acordo com os tempos de retenção e a fragmentação primária dos derivados 
acetatos de alditóis obtidos a partir dos extratos EPAq, EPA12%, EPAlso/o e EPAlis% 
(Figuras 31-35), pode-se identificar diversos monossacarídeos presentes nas folhas de B. 
microstachya. Foram eles: ramnose (LXXI), fiicose (LXXII), ribose (LXXIII). 
arabinose (LXXIV), xilose (LXXV), manose (LXXVI), galactose (LXXVTI) e glucose 
(LXXVm) (Tabela 12). 
Tabela 12. Porcentagem relativa de monossacarídeos nos extratos de folhas de B. microstachya em 
Extratos Monossacarídios 
Ram Fuc Rib Ara - Xil - Man - Gal G/w 
EPAq 5 1 : 1 24 : 1 : 12 30 26 
EPAI2% 13 : 2 : 0 40 : 0 : 7 24 14 
EPAI5% 15 : 2 : 0 45 : 6 : 6 15 11 
EPAIIS% 15 : 3 : 0 31 : 21 : 4 14 12 





(LXXIV) (LXXV) (LXXVI) 
OH 
(LXXVII) (LXXVIII) 
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Figura 31. Cromatogramas de acetatos de alditóis obtidos a partir de padrões monossacarídios, extrato 
EPAq (A) e extrato EPAl2% (B). 
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Figura 32. Cromatogramas de acetatos de aldiíóis obtidos a partir de padrões monossacarideos, extrato 
EPAls% (C) e extrato EPA1,5%. (D). 
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Figura 33. Espectro de massa de acetato de alditol de ramnose (A),fucose (B) e ribose (C). 
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Figura 34. Espectro de massa de acetato de alditol de arabinose (D), xilose (E) e manose (F). 
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Figura 35. Espectro de massa de acetato de alditol de galactose (G) e glucose (H). 
Os principais fragmentos dos acetatos de alditóis formados a partir dos extratos 
obtidos através do Esquema 5, encontram-se resumidos na Tabela 13. 
Tabela 13. Identificação de monossacarídeos por espectrometria de massa a partir da 
fragmentação de acetatos de alditóis. 
Monossacarídeos Tr(niin.) m/z 
Ramnose 7,75 86, 95, 99, 115, 129, 155, 187, 215 
Fucose 7,95 8 5 , 9 5 , 9 9 , 115, 129, 1 55, 187 ,215 
Rib o se 8,44 8 5 , 9 8 , 115, 115, 127, 145 , 2 0 1 , 2 1 7 
Arabinose 8,76 85, 98, 103, 115, 127, 145 , 2 0 1 , 2 1 7 
Xilose 9,71 85, 98, 103, 115, 129, 145 , 2 0 1 , 2 1 7 
Manose 14,14 85, 97, 115, 127, 139, 153 , 187 ,217 
Galactose 15,03 85, 97, 115, 127, 139, 153 , 187 ,217 
Glucose 15,88 85, 97, 115, 127, 139, 153 , 187 ,217 
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Dos extratos analisados, foi observado uma predominância de arabinose em 
relação aos demais monossacarídios presentes nas folhas de B. microstachya. Apenas 
traços de fiicose e ribose foram encontrados, mesmo que em pequenas proporções, a 
fiicose foi encontrada em todos os extratos analisados, sua maior percentagem foi 
observada no extrato EPAli5% (3%), enquanto que a ribose foi encontrada apenas no 
extrato EPAq (1%). 
Dados de literatura demonstram a existência de glicosídeos cuja glicona 
corresponde ao radical ramnosU, em folhas de B. microstachya. dfestai forma, 
justificando a presença deste açúcar nas frações analisadas (Tabela* f2).30 ' 
No que se refere aos estudos dos carboidratos, o gênero Bauhinia (família 
Caesalpiniaceae, segundo Cronquist13 e Leguminosae, segundo EnglerW4) foi muito 
pouco estudado até presente data. Devido a presença de gomas e mucilagens de 
interesse industrial, o gênero mais estudado em relação a química dos carboidratos é o 
gênero Mimosaceâe. São encontrados galactomananas nas sementes da Cassia fastuosa, 
cuja composição monossacarídica revela a presença de manose (80%) e galactose (18%) 
e uma pequena mistura de arabinose, xilose, manose e galactose (2%).'15 Na Acacia 
campylacantha, foi relatado a presença de galactose (54%), arabinose (29%) e ramnose 
(8%). Valores muito próximos destes foram relatados^ para Acacia xànthoplolea, 
galactose (54%), arabinose (22%) e ramnose (6%). Foi verificado que Acacia saligna e 
Acacia lortgifolia possuem composição monossacarídica muito próxima, galactose 
(6%), arabinose (5%) e ramnose (6%).'15 Da família Caesalpiniaceae, o jatobá 
(Hymanea coitrbaril), é uma das espécies mais estudadas, altos teores de xilóse e 
glucose em extratos hidrolizados de sementes levaram o isolamento de uma nova 
xiloglucana com cadeia principal composta por glucose ligadas a ( l-»4) com subs-
tituições de xilose em 0-6."6 ,117 A composição monossacarídica de suas folhas revela a 
presença de ramnose, fiicose, arabinose, xilose, manose, galactose e glucose. Desses, 
apenas uma pequena porcentagem de fiicose (1,3%) e manose (3,6%) foi observado.118 
Das espécies de leguminosas difundidas no Paraná, a Mimosa escahrella, também 
conhecida como bracatinga, também é uma das mais estudadas quanto a química de 
carboidratos. A alta concentração de galactose e manose em suas folhas conduziu ao 
isolamento de uma galactomanana.119 Quanto aos monossacarídeos existentes em seus 
caules, foi relatado a presença de ramnose, arabinose, xilose, manose, galactose e 
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glucose. Deste, a maior porcentagem foi para a xilose (13%), manosè (13%) e glucose 
(20%).120' 
Possíveis polissacarídeos encontrados nas folhas de B. microstachya 
Os extratos EPAq, EPAl2%, EPAb% e EPAli5% (Esquema 8), após neutralizados 
e dialisados foram submetidos ao processo de purificação por congelamento e degelo 
onde cada extrato deu origem a duas frações: a fração ppt e a fração sobrenadante* 
(Tabela 14).121 
Tabela 14. Rendimento das frações obtidas a partir do 
fracionamento congelamento e degelo. 
Frações (g%) Frações (g%) 
F P A , , S 0 , 2 1 F P A 1 5 % S 2 , 9 5 
F P A q P 0 , 1 2 F P A l s % P 0 , 6 4 
F P A ! 2 % S 0 , 2 6 F P A 1 | 5 . / o S 2 , 1 6 
F P A l 2 % P 1 , 0 7 F P A I 1 5 % P 2 , 0 2 
As frações FPAl5%P e FPAli5%P, após o fracionamento congelamento e degelo, 
apresentaram composições monossacarídicas diferentes dos extratos de onde foram 
geradas (EPA15% e EPAIi5% respectivamente). Na fração FPAl5<./tlP foi observado 
somente a presença de arabinose, o que sugere-se a existência de uma arabinana. Na 
fração FPAIi5o/oP foi verificado a presença de xilose e arabinose na proporção de 20 e 
80% respectivamente, o que sugere-se a existência de uma possível xiloarabinana 
(Tabela 15). 
Tabela 15. Proporção monossacarídica das frações obtidas a partir do fracionamento congelamento e 
degelo. ' -
Extratos Monossacarídeos 
Ram • Fuc Rib Ara Xil . Man Gal Glu 
F P A ^ S 0 2 0 66 1 0 2 5 0 
F P A q P 0 5 1 3 6 9 8 2 0 2 2 
F P A I j v . S 0 2 0 6 6 7 0 2 5 0 
FPAl2%P 9 2 0 4 3 ' 5 4 2 6 11 
E P A l s % S 8 3 . 0 . 5 5 7 2 2 3 2 
E P A I S Í Í P 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
EPAli5%S 9 2 0 5 1 11 4 1 5 8 
E P A I 1 5 % P 0 0 0 2 0 8 0 0 0 0 
FPA,S: Fração polissacarídica aquosa sobrenadante; FPA,P: Fração polissacarídica aquosa precipitado; F P A I W S : Fração 
polissacarídica alcalina 2 % sobenadante; FPAI2%P: Fração polissacarídica alcal ina 2 % precipitado; FPAl5%S: Fração 
polissacarídica alcalina 5% sobenadante; FPAI5%P: Fração polissacarídica alcalina 5% precipitado; FPA1|5VJS: Fração 
polissacarídica alcalina 15% sobenadante; FPA115V.P: Fração polissacarídica alcalina 15% precipitado. 
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Para a determinação da estrutura da cadeia principal desses polissacarídeos, 
faz-se de início a metilação do material (aproximadamente 40mg),122 cuja finalidade é 
definir quais hidroxilas estariam livres antes da hidrólise do material. As hidroxilas 
resultantes do processo de hidrólise são então acetiladas e o material é submetido à 
análise por-CG-MS e 'H e RMN 13C para a identificação dos monossacarídeos e as 
posições que antes formavam o polisscarídeo. 
A determinação estrutural dos possíveis polissacarídeos oriundos das frações 
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Equipamentos e reagentes
Folhas e caules de B. microstachya
(4,2kg) foram coletadas em fevereiro de 2002 em 
Morretes-PR. A espécie foi identificada pelo Dr. 
Gerdt Hatschbach e uma exsicata sob número de
registro 264361 foi depositada no Herbarium do
Museu Botânico de Curitiba.
Abordagem fitoquímica de extratos de 
folhas e caules de B. microstachya
Folhas e caules de B. microstachya
(100g) foram extraídos por maceração (96h) com 
EtOH 70%. Os extratos obtidos foram concen­
trados em rotavapor (40°C) e analisados segundo 
marcha fitoquímica clássica descrita por Matos 
em 1988.93 As classes químicas investigadas 
foram flavonóides, antocianinas, antocianidinas, 
taninos, esteróides, triterpenóides, alcalóides, 
saponinas, heterosídeos cianogênicos e cardiotô- 
nicos.
Preparação dos extratos
Dois esquemas de extração foram 
adotados, um, visando a extração de metabólitos 
secundários das folhas de B. microstachya, outro, 
visando a extração de metabólitos secundários da 
folhas e caules de B. microstachya.
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Investigação dos metabólitos primários 
Aproximadamente 95g das folhas de B. microstachya foram secas (45°C, 48h), 
moídas, desengorduradas com C6H14 em aparelho Soxhlet e extraídas com H20, sob 
refluxo, por um período de duas horas. O resíduo dessa extração foi tratado com sol; de 
KOH 2% que posteriormente foi tratado com sol. de KOH 5% e 15%, respectivamente 
conforme mostra o Esquema 9. Dessa forma, quatro extratos foram obtidos (Tabela 16). 
Tabela 16. Extratos obtidos de folhas de B. microstachya visando a identificação de metabólitos 
primários. 
Folhas 
EPAq Extrato polissacarídico aquoso APAis% Extrato polissacarídíco alcalino 5% 
APAt2% Extrato polissacarídico alcalino 2% APAi/s% Extrato polissacarídico alcalino 15% 
Investigação dos metabólitos secundários 
Folhas e caules de B. microstachya foram secos (45°C, 48h), moídos e 
macerados (96h) separadamente com C6H14, CHC13, Et0H-H20 (90:10). Os extratos 
etanólicos foram concentrados em rotavapor (40°C), desclorofilados e particionados 
com DCM, CHCI3 e AcOEt (Esquema 10). A mesma metodologia adotada para a 
extração das folhas foi adotada para a extração dos caules, dessa forma quatorze 
extratos foram obtidos (Tabela 17). 
Tabela 17. Extratos obtidos de folhas de B. microstachya visando a identificação de metabólitos 
secundários bem como a determinação de possíveis atividades antioxidantes. 
Folhas Caules 
EHF Extrato hexânico EHC Extrato hexânico 
ECF Extrato clorofórmico ECC Extrato clorofórmico 
EBEF Extrato bruto etanólico EB EC Extrato bruto etanólico 
EEF Extrato etanólico EEC Extrato etanólico 
FDCMF Fração diclorometano FDCMC Fração diclorometano 
FAEF Fração acetato de etila FAEC Fração acetato de etila 
FAqF Fração aquosa FAqC Fração aquosa 
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Isolamento da substância BM1 
Parte da fração FAEF ( lg) foi acetilada e cromatografada em coluna de sílica 
gel 60 230-400 mesh (12 x 3cm), com solventes cujo gradiente de polaridade aumentava 
com as eluições. Dessa forma foram coletadas 45 frações (10ml cada) e as frações 10-12 
(C6H14-CHCI3 (2:8)) reunidas por semelhança após monitoramento por CCD (SÍO2 
F254). Aproximadamente, lOOmg de um sólido branco-amarelado foi obtido e 
recromatografado em coluna de sílica gel 60 70-230 mesh (10 x 2cm), com solventes de 
gradiente de polaridade crescente (C6H|4-Me2CO). Assim, foram coletadas. 20 frações 
(10ml cada), sendo reunidas por semelhança as frações 15-18 que após evaporação do 
solvente resultou em 30mg de um sólido branco, ainda impuro, quando cromatografado 
em CCD. A purificação final foi conseguida em coluna de Sephadex® LH20 (5 x 3cm) 
em Me2CO, resultando em 2,8mg de um sólido branco que foi cristalizado em MeOH. 
Isolamento da substância BM2 
Aproximadamente 26g da fração FAEF foram ressuspendidas em Me2CO 
havendo dessa forma precipitação de 40mg de um sólido amarelado que foi 
cromatografado em coluna de sílica gel 60 230-400 (12cm x lcm) com uma mistura de 
solventes de polaridade crescente ( C 6 H I 4 , CHC13, AcOEt e MeOH), assim, 20 frações 
foram coletadas (10ml cada). As frações MeOH foram reunidas, secas e ressuspendidas 
em CHCI3, havendo precipitação de um sólido amarelo amorfo que foi filtrado a vácuo 
e lavado sucessivas vezes com CÔHM e CHC13. O precipitado foi seco em aparelho de 
Abderhalden com P2O5 resultando em 3mg de um sólido amarelo que apresentou-se 
purificado quando cromatografado por CCD (SÍO2 F254). 
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Isolamento da substância BM3 
Parte da fração FAEF (5g) foi cromatografada em coluna de sílica gel 60 230-
400 mesh (12cm x 3cm), com solventes de polaridade crescente (CfiHn, CHCb, AcOEt 
e MeOH). Dessa forma, 85 frações (10ml cada) foram coletadas e as frações 13-45 
(CHCh-MeOH (8:2) e CHCl3-MeOH (7:3)) reunidas por semelhança quando 
monitoradas por CCD (SÍO2 F254). Dessa maneira, 2g de um sólido alaranjado foram 
obtidos sendo uma parte ( lg) recromatografada em coluna de Sephadex® LH20 (45 x 
2cm) com MeOH-FhO (9:1). Assim, foram coletadas 62 frações (10ml cada). As 
frações 20-22 foram reunidas por semelhança após monitoramento por CCD, resultando 
em 16mg de um sólido amarelo amorfo que foi recromatografado em coluna de 
Sephadex® LH20 (10 x Icm) com EtOH, resultando em 4,5mg de um sólido amarelo 
pálido que apresentou apenas uma única mancha quando cromatografado por CCD. 
Isolamento da substância BM4 
Parte do sólido laranja obtido no fracionamento de BM3 ( lg) foi solubilizado 
em MeOH e cromatografado em CCDP (Si02 F254) com AcOEt. Cinco bandas foram 
obtidas e pela proximidade de duas delas não obteve-se total separação, sendo assim, 
essas bandas foram raspadas da placa, suspendidas em MeOH e o sólido obtido foi 
cromatografado em coluna de Sephadex® LH20 (15 x 2cm) com EtOH. Dessa forma, 31 
frações foram obtidas (7ml cada), sendo que duas delas, 2 e 3 foram reunidas por 
semelhança (CCD,. SÍO2 F254) resultando em l,6mg de sólido branco-amarelado que 
apresentou-se puro quando cromatografado em CCD. 
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Isolamento da substância BM5 
Os extratos EHF e ECF quando cromatografâdos em CCD (SÍO2 F254) 
utilizando CôHn-AcOEt (1:1) como fase móvel e vanilina sulfurica como sol. 
' reveladora, mostraram-se semelhantes quanto a composição química, dessa forma, 9g 
de EHF e 4g de ECF foram reunidos e cromatografados em. coluna de sílica gel 60 230-
400 mesh (10 x 7cm) com solventes de gradiente crescente de polaridade (éter de 
petróleo, (CH3CH2)20, C6H14, DCM, CHCI3, AcOEt, EtOH e MeOH). Dessa forma, 
240 frações (15ml cada) foram coletadas, sendo as frações 3-20 (éter de petróleo) 
reunidas por semelhança após monitoramento por CCD (SÍO2 F254). Essas frações foram 
secas, solubilizadas em C È H I 4 e pela adição de EtOH ocorreu precipitação de um sólido 
que foi filtrado a vácuo em fimil de vidro sinterizado e lavado com EtOH e MeOH, 
obtendo-se assim, 32mg de um sólido branco que apresentou-se purificado quando 
cromato-grafado em CCD. 
Isolamento das substâncias BM6 e BM7 
As frações 25-34 da CLC anterior foram reunidas por semelhança quando 
cromatografadas em CCD (SÍO2 F254) tendo o CóHn-AcOEt (1:1) como fase móvel e 
sol. de vanilina-H2S04 como sol. reveladora. Dessa forma, obteve-se 80mg de um 
sólido amarelo que foi recromatografado em CCDP utilizando o CfiHn-AcOEt-CHCb 
(2:2:1) como fase móvel. Dessa forma, dois compostos foram obtidos, os quais foram 
chamados de BM6 e BM7. O primeiro, consistia em um sólido amarelo de aparência 
graxa (4,2mg) solúvel em C ô H m e o segundo, um sólido avermelhado (3mg), solúvel em 
MeOH. 
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Frações contendo taninos obtidas da FAEF 
As frações FAEF (2g) e FAEC (2g) foram submetidas a cromatografia líquida 
em coluna preparativa de sílica gel 60 230-400 mesh e eluídas com solventes de 
gradiente crescentes de polaridade (CÔHM, AcOEt, Me2CO e H2O). Dessa forma, 12 
frações (20ml cada) a partir da FAEF e 23 frações (20m!) a partir da FAEC foram 
agrupadas por semelhança (CCD, SÍO2 F254) quando eluídas com misturas de solventes 
Me2C0-H20-nas proporções 8:2, 7:3, 6:4 e 5:5. Após evaporação do solvente, foi 
verificado a precipitação de sólidos amorfos de coloração parda (300mg e 425mg) os 
quais foram chamados de fração FTF e fração FTC respectivamente. Testes 
fitoquímicos (reação com sol. FeCh 10%, reação com sol. Pb(AcO)2 5% e ppt de 
proteínas) revelaram a presença de taninos nessas duas frações. 
Precipitação, neutralização, diálise e liofilização dos extratos dos extratos 
EPAq, EPAlm, EPAISK e EPAlm 
Os extratos obtidos (Tabela 14) foram precipitados com EtOH absoluto (3:1 
v/v, EtOH : Extrato), centrifugados, neutralizados com AcOH glacial, dialisados (24h) 
em água corrente e posteriormente liofilizados para determinação dos rendimentos.123 
Hidrólise ácida total dos extratos dos extratos EPAQ, EPAI^A, EPA15O/o e 
EPAIJ5% 
Aproximadamente, 50mg de cada extrato liofilizado (EPAq, EPA12%, EPAl5% e 
EPAI,5O/o) foram hidrolizados com TFA (lml, 2mol/l, 100°C, 5h). As frações obtidas 
foram filtradas separadamente em algodão e deixadas em capela a temperatura 
ambiente, até evaporação do TFA.123'124 
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Redução dos monossacarídeos extraídos a alditóis 
Os monossacarídios obtidos a partir da hidrólise ácida dos extratos EPAq, 
APAl2%, APA15O/0 e APALI5% foram ressuspensos em água destilada e reduzidos com 
NaBUt até a solução apresentar pH 9 (2h, 25°C). Os íons Na+ presente nas amostras, 
foram removidos pela permeação em resina catiônica (LEWATTIT® S-100). As frações 
obtidas foram evaporadas até a secura em rotavapor (65°C) e o ácido bórico formado foi 
removido pela adição de metanol na forma de borato de tetrametila, composto volátil 
eliminado em rotavapor (40°C).125 
Acetilação 
Os alditóis formados foram tratados com AC2O e piridina (1:1) em recipientes 
fechados (8h), extraídos com CHCI3. A piridina foi eliminada pela complexação com o 
cobre. Para isto, foi utilizada uma sol. 5% de CuS0 4 . 5H 20. ' 2 6 
Análise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa 
(CG-EM) 
Os acetatos de alditóis formados foram analisados em CG-EM modelo Varian® 
Satur 2000 R, utilizando coluna capilar J & W, DB 225, 30 m, 0,25 mm, com filme de 
fase estacionária cianopropilfenil (50%) - metilpolisiloxane. Condições analíticas: He 
como gás carreador, temperatura inicial 50 °C e final 225 °C, rampa de aquecimento 
40 °C/min."3 
O composto BM5 foi analisado em CG-EM modelo HP® utilizando coluna 
capilar de fenilmetilsiloxano, tendo o He como gás carréador. O volume de ingeção foi 
de 0,1 jiil, temperatura inicial 50 °C e final de 250 °C, rampa de aquecimento 
40°C/min. 
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Fracionamento através de congelamento e degelo dos extratos EPAq, 
EPAl2o/m EPAlSo/o e EPAl15% 
Os extratos EPAq, E P A l 2 % , EPAls«/, e EP AI 15% (Esquema 8 ) , após neutralizados 
e dialisados foram submetidos ao processo de purificação por congelamento e degelo. 
Cada um dos extratos foi ressuspendido em H2O destilada e a seguir submetidos ao 
congelamento e posterior degelo em temperatura ambiente. O ppt insolúvel em H?0 fria 
foi separado dos demais componentes solúveis por centrifugação (10.000 r.p.m, 30 min. 
4°C). Esse procedimento foi repetido diversas vezes até que não houvesse mais 
formação de ppt após degelo e centrifugação. Após as etapas anteriormente descritas, os 
sobrenadantes foram reunidos, bem como os ppt, congelados e liofilizados. Em tal 
processo, cada extrato deu origem a duas frações: o ppt e o sobrenadante do 
congelamento e degelo. Dessa forma, oito foram as frações obtidas (Tabela 18).121 
Tabe la 18. Frações obtidas a partir da purificação congelamento e 
degelo dos extratos EPA„, EPAly/,, EPA15% e EPAli5%. 
Nomes das frações 
FPACFS Fração polissacarídica aquosa sobrenadante 
FPAqP Fração polissacarídica aquosa precipitado 
FPAl2%S Fração pot issacarídica alcal ina 2% sobenadante 
FPAI2%P Fração polissacarídica alcalina 2% precipitado 
FPAh%S Fração polissacarídica alcalina 5% sobrenadante 
FPAls%P Fração polissacarídica alcalina 5% precipitado 
FPAlls%S Fração polissacarídica alcalina 15% sobenadante 
FPAl,s%P Fração polissacarídica alcalina 15% precipitado 
Na seqüência, todas as frações foram hidrolisadas, reduzidas, acetiladás e 
analisadas do CG-MS. 
Fracionamentos dos extratos EHF, ECF e FAEF por cromatografia em 
coluna de sílica gel e Sephadex® 
Foram utilizadas colunas cromatográficas de vidro com tamanhos (altura e 
diâmetro) variados. As fases estacionárias utilizadas foram a Si02 gel (70-230 e 230-
400 mesh) e o Sephadex® LH20. Os solventes usados como fases móveis foram H2O, 
MeOH, EtOH, Me2CO, AcOEt, CHCI3, DCM, C6H6, (CH3CH2)20 e C6H14. 
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Doseamento de flavonóides totais9* 
Folhas secas e trituradas de B. microstachya .(600mg) foram colocadas em um 
balão de fundo redondo juntamente com sol. aquosa de hexametilenotretramina (0,5%. 
lml), sol. de HCI (25%, 2ml) e C 2 H 6 0 (20ml). A mistura foi aquecida sob refluxo 
(30min.), resfriada a temperatura ambiente e filtrada em algodão para um balão 
volumétrico de lOOml. Para que toda a massa flavonóidica presente na amostra fosse 
extraída, o resíduo da extração anterior foi reextraído sob refluxo com Me2CO (25ml, 
lOmin., 2x), o filtrado foi transferido para o mesmo balão volumétrico e o volume 
completado com C3H60 para 1 OOml. Uma alíquota (20ml) dessa sol. foi transferida para 
um funil de separação onde foj adicionado água (30ml) e AcOEt (15ml) sendo na 
seqüência particionado. Este procedimento foi repetido até que o volume de AcOEt 
fosse próximo a 50ml (3x). As frações AcOEt obtidas foram transferidas a um segundo 
funil de separação e particionadas com água (50ml, 2x), dessa forma, a fase aquosa foi 
descartada e a fase orgânica transferida para um balão volumétrico de 50ml onde teve o 
volume aferido com AcOEt (sol. A). 
Uma alíquota da sol. A (10ml) foi transferida para um balão volumétrico de 
25ml ao qual foi adicionado o reativo AICI3* (lml), por fim, o volume completado para 
25ml com sol. B*\ Após 30min. de reação, a amostra (3ml) foi lida a 422nm em um 
espectofotômetro UV-1601 Shimadzu®, porém, como a sol. a ser doseada apresentava 
antes da reação com o reativo AICI3 um cromóforo, houve necessidade de uma sol. de 
compensação que consistiu em uma alíquota da sol. A (10ml) completado o volume 
para 25ml com a sol. B usada no preparo do reativo AICI3. O conteúdo total de 
flavonóides da amostra analisada foi determinado pela equação: 
%Flavonóides = :—— 
m 
Onde: A = absorbância à 422nm, m = massa da substância em gramas. 
* 20g de AICI3 em lOOml de solução B. 
Metanol - ácido acético glacial (95:5, v/v). 
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Ensaio da redução do complexo fosfomolibdênico 
Os extratos obtidos (Esquema 9 e Tabelai 3) (200|j,g/ml, 0,3ml) foram tratados 
com sol. do complexo fosfomolibênico anteriormente preparado* (3ml, 100°C). Após 
atingido o tempo de reação (90min.), a absorbância foi determinada a 695nm em um 
espectrofotômetro UV-Vis 1601 Shimadzu®. Da mesma forma, foi determinado a 
absorbância dos padrões quercetina e ácido ascórbico nas mesmas concentrações e 
condições de análise.127 
Ensaio da redução do radical livre 1, l-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) 
As frações FAEF e FAEC e os componentes isolados BM3 e BM4 foram secos 
respectivamente em rotavapor (40°C) e aparelho de Abderhalden (60°C), diluídos em 
EtOH de forma a serem obtidas sol. nas concentrações de 0,75, 1,5, 3, 6 e l2|ag/ml para 
a fração FAEF, 0,25, 0,5, 1, 2 e 4|ag/ml para a fração FAEC, 5, 1Ò, 20 e 30|ag/ml para o 
composto BM3 e 8, 12, 16 e 32(ag/ml para o composto BM4. Na seqüência, as sol. 
obtidas (2,5ml) foram incorporadas a sol. EtOH de DPPH (l,0ml, 0,3mM). O controle 
foi formado apenas pela reação do EtOH (2,5ml) com sol. de DPPH (l,0ml,' 0,3mM). O 
branco foi formado apenas pela mistura de EtOH (Iml) com as sol. obtidas (2,5ml), de 
modo que, para cada concentração existiu um branco. Todas as reações foram feitas em 
triplicata e nas mesmas condições de análise (30min., 25°C). Após o tempo de reação 
(30min), a absorbância das amostras foram determinadas a 518nm em um 
espectrofotômetro UV-1601 Shimadzu®. Os resultados obtidos foram comparados com 
padrões clássicos antioxidantes, quercetina, rutina e ácido ascórbico.43'103 
O complexo fosfomolibdênico, é formado pela reação de sol. de Na 3 P0 4 (28ml, 0, lmol/ l) com sol. de (NH 4 ) 6 Mo 7 0 2 4 .4H 2 0 (12ml, 
0,03mol/l) e sol. de I-12S04 (20ml, 3mol/l), sendo posteriormente o volume completado com I120 destilada para lOOml. 
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Avaliação da atividade antioxidante de um componente puro por CCD 
As substâncias isoladas foram submetidas a cromatografia por CCD e 
reveladas com sol. 0,2% de l,l-difenil-2-picrilhidrazi! (DPPH) em MeOH. As placas 
contendo sol. de DPPH em suas superfícies, portanto, com coloração purpura, foram 
observadas por um período de 30min. O aparecimento de manchas amarelas (spots) em 
contraste com a coloração púrpura revelam atividade antioxidante.102'110 
Ensaio antimicrobiano 
Extratos de folhas e caules de Bauhinia microstachya (EBEF, EBEC, FAEF e 
FAEC), foram testados com o objetivo de determinar uma possível atividade 
antimicrobiana (através da CIM*), frente a cepas de Eníerococus faecalis, Escherichia 
coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Os métodos utilizados foram a 
diluição em ágar e a difusão em disco (método de Bauer e Kirby).128-130 
Preparo das amostras 
Os extratos EBEF, EBEC, FAEF e FAEC foram secos em rotavapor (40°C), 
dissolvidos em sol. EtOH 40% dé maneira a serem obtidas sol. rias concentrações de 
100:000, 50.000, 25.000, 12.500 e 6.250^ig/ml que posteriormente foram filtradas em 
membrana Millipore® 0,45 ̂ m. 
Preparo do meio de cultura 
Certa quantidade de ágar Mueller-Hinton® (34g) foi suspendida em água 
destilada (II) de forma que, a suspensão obtida após autoclavada (120°C, 15min.) e 
resfriada (50°C) foi vertida em placas de Petri estéreis (20ml/placa) que solidificaram 
* C I M : concentração inibitória mínima. 
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quando resfriadas à temperatura ambiente.. As placas foram fechadas e reservadas para 
inoculação das cepas. 
Preparo do inoculo 
Cepas de Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 
8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), e Staphylococcus aureus (ATCC 
6538.) foram repicadas em ágar Mueller-Hinton® e incubadas a 36°C durante 24h. 
Imediatamente após esse período, as culturas foram utilizadas para o preparo dos 
inóculos. Uma pequena porção das colônias formadas foi tomada e suspensa em sol. 
salina estéril (0,05ml de BaCl2.2H20 a 1,175% em 9,95ml de H2S04 a 1%) de forma a 
ser obtido uma turbidez padrão a escala McFarland. De acordo com as espécies 
bacterianas utilizadas, quatro foram as suspensões obtidas. 
Ensaio da difusão em disco (método de Bauer e Kirby) 
As suspensões bacterianas (-50^.1) foram incubadas em placas contendo ágar 
Mueller-Hinton® com auxílio de um swab. Por aproximadamente cinco minutos, a 
superfície do ágar contendo o inoculo foi deixado em repouso para que o mesmo 
secasse. Na seqüência, as sol. de EBEF, EBEC, FAEF e FAEC (10|ul) foram 
distribuídas em discos de papel (6mm 0 ) de forma a serem obtidas concentrações iguais 
a 62,5, 125, 250, 500 e 1 .OOO^g/disco de extrato. Os discos foram secos à temperatura 
ambiente e distribuídos nas placas com ágar Mueller-Hinton® previamente incubadas 
em estufa (36 ± 1°C, 24h). Após esse período as placas foram inspecionadas quanto à 
presença de halos de inibição (medidos em mm). Todos os ensaios foram realizados em 
triplicata e tiveram como controle positivo o antibiótico cloranfenicol (lOfig/disco)'.131 
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Ensaio da diluição em ágar 
Volumes de ágar Mueller-Hinton® (30ml ) autoclavado e resfriado (45°C) 
foram acrescidos de quantidades adequadas das soluções anteriormente preparadas de 
modo a encerrar uma massa de 5.000|ig/placa (5ml, sol. l.OOOng/ml) para os extratos 
EBEF, EBEC e 1 .OOO^g/placa (lml, sol. 1.000|ag/ml) para os extratos FAEF e FAEC. 
As misturas foram distribuídas para placas de petri estéreis e deixadas solidificar a 
temperatura ambiente. Alíquotas (lOjal) dos inóculos de Enterococus faecalis, 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus anteriormente 
preparados foram adicionados as placas que foram incubadas em estufa (36 ± 1 °C, 24h). 
Equipamentos e reagentes* utilizados 
RMN 'H: espectrômetro Bruker® AC-4.7-T (200MHz) e espectrômetro Bruker® 
ARX-9.4-T400® (400 MHz). CG-EM: cromatógrafo gasoso Varian Satur®, modelo 
2000-R com coluna capilar J & B, DB 225, 30m, 0,25mm, cianopropilfenilmetiloxano 
como fase estacionária e cromatógrafo gasoso HP® 6890 utilizando coluna capilar de 
fenilmetilsiloxano como fase estacionária. UV-Vis: espectrofotômetro Shimadzu®, 
modelo 1601. IV: espectrômetro Bomen Hartmann & Braun®, modelo B-100 utilizando 
pastilhas de KBr. CC (fases estacionárias): sílica gel 60 70-230 mesh e 230-400 mesh 
(Merck® e Aldrich®) e Sephadex® LH20 (Pharmacia®). CCD: cromatoplacas em sílica 
gel F254 (Merck®) em lâminas de zinco. CCDP: cromatoplacas em sílica gel F254 
(Merck®) em placas de vidro. Solventes: MeOH, EtOH, DCM, AcOEt, AcOH, C6H14, 
Me2CO, (CH3CH2)2CO, (CH3CH2)20, éter de petróleo, (Merck®, Synth® e Quimex®), 
CDCI3 (Aldrich®) e DMSO-d6 (Sigma). Reagentes: DPPH (Sigma®), difenilboril-
oxietilamina (Lancaster®), ( N H ^ M o y O ^ H z O , H2S04, KOH, NaBEU, A1C13, Na3P04, 
CUSO4.5H2O, BaCl2.2H20, FeCb, vanilina, piridina, polietilenoglicol, anisaldeído 
(Merck®, Reagen®). Padrões: ácido ascórbico (Reagen® e Merck®), quercetina e Rutina 
(Merck®), ácido tânico e ácido gálico (Reagen®), ramnose, fucose, ribose, arabinose, 
xilose, manose, galactose e glucose (Sigma®). Meio de cultura: ágar Mueller-Hinton® 
Todos os solventes foram destilados e purificados antes do u s o " 2 
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(Diagnolab~. Resina de troca ionica: grupo sulronico/poliestireno (Prodicil~. Ponto 
de fusao: Reiche~. 
5
Conclusão
I. Extratos brutos etanólicos obtidos das folhas 
e caules de Bauhinia microstachya (Raddi) 
Macbrid., Caesalpinaceae, bem como frações 
obtidas em acetado de etila (das folhas e 
caules), nas concentrações de 200^g/ml, 
apresentaram alta atividade antioxidante 
relativa quando comparadados com padrões 
antioxidantes de ácido ascórbico e quercetina 
pela metodologia da redução do complexo 
fosfomolibdênico.
II. As frações acetato de etila das folhas e caules 
de B. microstachya, quando submetidas a 
reação de redução do 1,1 -difenil-2-picril- 
hidrazil (DPPH) foram mais ativas que 
padrões antioxidantes de ácido ascórbico e 
rutina, com IC50 de 2,75 e 2,86|ig/ml em 
relação a 36 e 8,13pg/ml dos padrões, 
respectivamente.
III. Dos extratos obtidos das folhas da espécie 
em estudo, foram isolados seis substâncias 
(BM1,  BM2,  BM4,  BM5,  BM6 e BM7) e uma 
fração constituída por pelo menos quatro 
substâncias que foi chamada de BM3.  A 
substância B M2  foidentificada como sendo o 
flavonóide vitexina (8-C-glucosil-apigenina). 
A substância B M 4  foi identificada como 
sendo o benzenóide gaiato de metila. A 
substância B M 5 foi identificada como sendo o 
hidrocarboneto de cadeia saturada, forma 
molecular C36H74, hexatriacontano. As subs­
tâncias BM1,  B M 6  e BM7 não puderam ser iden
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tificadas por falta de dados espectroscópicos, embora o espectro de RMN ‘H 
(200MHz, CDCI3) de BM7 indicou uma provável estrutura esteroidal ou 
triterpênica, não glicosilada.
IV. As substâncias da fração BM3 e a substância BM4 quando submetidas a reação 
de redução do 1,1 -difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), apresentaram significante 
atividade antioxidante, com IC50 de 7,13 e 29,20|_ig/ml respectivamente. A 
substância BM2, também apresentou-se ativa quando submetida a cromato- 
grafia em camada delgada e revelada com sol. EtOH 0,2% de d p p h , porém, 
pelo baixo rendimento não pode ser quantificada.
V. Nos extratos aquoso e alcalinos das folhas de B. microstachya foram identi­
ficados os monossacarídeos: ramnose, fiicose, ribose, arabinose, xilose, 
manose, galactose e glucose.
VI. Os extratos brutos etanólicos e as frações acetato de etila das folhas e caules de 
B. microstachya não apresentaram atividade antimicrobiana frente cepas de 
Enterococus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e 
Staphylococcus aureus nas concentrações testadas quando utilizados os 
métodos da difusão e da diluição em ágar.
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